


Uber die angebliche Polysaccharidbildung 
in alkalischen Lésungen von Hexosen. 


Von 
H. A. Spoehr und Harold H. Strain. 
(Aus dem Carnegie Institution of Washington, Division of Plant Biology, 


Stanford University, California, U.S. A.) 


(Eingegangen am 12. Juni 1933.) 


Auf Grund seiner eingehenden Untersuchungen itiber das Verhalten 
der Zucker in alkalischen Lésungen berichtete Nef (1), daB neben den 
mannigfaltigen Reaktionen, die bei Behandlung wasseriger Lésungen 
von Hexosen mit geringen Mengen von Atzalkali oder Natriumcarbonat 
hervorgerufen werden, sich auch eine Synthese der Polysaccharide 
volilzieht. Nach den Angaben von Nef sollen sich die so gebildeten 
Polysaccharide durch Hydrolyse mittels verdiinnter Séuren gréBten- 
teils zu den einfachen Zuckern wieder aufspalten. In alkalischen Hexose- 
lésungen, z. B. mit zwei Aquivalenten Natriumcarbonat, die in ver- 
schlossenen GefiBen waihrend 62 bis 75 Tagen bei Zimmertemperatur 
aufbewahrt worden waren, soll eine betrachtliche Polysaccharidbildung 
stattgefunden haben: sie soll sich durch Titrieren mit Fehlingscher 
Lésung vor und nach der Hydrolyse der Zuckerlésungen mit ver- 
diinnten Sauren nachweisen lassen. Die SchluBfolgerungen Ne/s betreffs 
der Polvsaccharidbildung unter den erwaihnten Bedingungen griinden 
sich also auf das Verhalten der alkalischen Hexoselésungen gegen 
Fehlingsche Lésung und auf Veradnderungen des optischen Drehungs- 
vermégens vor und nach der Hydrolyse mit verdiinnten Sauren. Ne/ 
starb kurz nach der Veréffentlichung dieser vorlaufigen Mitteilung iiber 
die erwihnten Beobachtungen. Es war ihm nicht vergénnt, seine 
beabsichtigte griindliche Untersuchung iiber die Kondensation und 
Polymerisation der einfachen Zuckerarten auszufiihren. Da _ diese 
Darlegungen ohne Bestatigung oder weitere Nachpriifung in die 
Literatur (2) (3) (4) ibergegangen sind, schien es uns nicht ohne Interesse, 
iiber die Resultate unserer Untersuchungen, welche wir in Zusammen- 
hang mit denjenigen iiber die Isomerisation der Hexosen durch Phos- 
phate (5) ausfiihrten, hier kurz zu berichten. 
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Experimentelles. 


Zur Bestimmung des Reduktionsvermégens benutzten wir die von 
Benedict vorgeschlagene Lésung: 17,3 g CuSO,.5H,O, 100g Na,CO, 
und 173g Natriumcitrat in L000 cem Lésung, deren Titer mit einem von 
dem U.S. Bureau of Standards bezogenem Praparat reiner d-Glucose 
bestimmt wurde. Diese Lésung wurde mit der von Spoehr (6) beschriebenen 
Zentrifugiermethode angewandt. 

Da die Hexosen unter den genannten Bedingungen eine Isomerisation 
erleiden, entsteht ein Gemisch verschiedener Aldo- und Ketohexosen sowie 
wahrscheinlich auch Glutose. Jedes Glied dieses Gemisches besitzt ein 
verschiedenes Reduktionsvermégen: der Einfachheit halber werden jedoch 
die Analysenwerte in Gramm d-Glucose pro lecm angegeben. Aldosen 
wurden nach der von Cajori (7) beschriebenen Methode bestimmt und sind 
auch als Gramm Glucose pro 1 eem Lésung angegeben. Das Reduktions- 
vermégen und Aldosen wurden zu Anfang der Versuche und nach dem 
Stehenlassen der Lésungen bestimmt. 

1. Eine Lésung von 30 ¢ d-Glucose in 50 cem Wasser und eine zweite 
Lésung von 21 g wasserfreiem Natriumcarbonat in 50 cem Wasser wurden 
im Autoklaven waéhrend 20 Minuten bei 115°C sterilisiert. Nach dem 
Abkiihlen im Autoklaven wurde die Zuckerlésung in die Carbonatlésung 
gegossen. Die verschlossen gehaltene Lésung wurde 55 Tage im Thermo- 
staten bei 38°C stehengelassen. Zur Bestimmung der etwa vorhandenen 
Polysaccharide wurde ein Teil der Lésung durch 1 °,,ige Salzsiure withrend 
3 Stunden bei 70°C hydrolysiert, mit Natriumbicarbonat neutralisiert 
und das Reduktionsvermégen, wie oben angegeben, bestimmt. 

2. Eine wie 1. bereitete Lésung von 30 g d-Fructose und 21 g Natrium- 
ecarbonat in 100 cem Wasser wurde 55 Tage lang bei-38° C stehengelassen. 

3. Eine Lésung wie 1. wurde 50 Tage bei 25°C stehengelassen. Diese 
Analysenreihe wurde von Herrn Paul C. Wilbur ausgefiihrt. 

Die Resultate der Analysen sind in der Tabelle I zusammengestellt. 
Die Proben fiir die ersten Analysen (0 Tage) wurden 1 Stunde nach dem 
Zusammenmischen der Zucker- und Carbonatlésungen entnommen. 


Tabelle I. 





Reduktionsvermégen, in g Glucose 


wee oe | ee eee ice tn eee 
Nr. vor der Hydrolyse nach der Hydrolyse 
| 0 0.2516 0.2513 0,2416 
1 38 15 0.1808 0.1744 0.1157 
| 55 0.1014 0.0931 0.0991 
, 0 0.2477 0,2505 0,0160 
2 38 / 16 0.1619 0.1524 0.1019 
| 55 0.0949 0.0865 00930 
. on 0 0.2493 0,2506 
50 0.2165 0.2174 


Die Ergebnisse einer zweiten Versuchsreihe mit Hexosen und Natrium- 
carbonat, ohne Sterilisierung, sind in Tabelle Il zusammengestellt. In 
diesen Versuchen wurde mit 2 °,ig. bzw. 0,2 °,ig. Schwefelséure hydrolysiert. 
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4. Eine Lésung von 25g d-Glucose und 14,3 ¢ Natriumearbonat in 
75cem Wasser wurde 75 Tage in einem verschlossen gehaltenen Kolben 
bei 15.5 bis 16,5° C, stehengelassen. 

5. Ein genau wie 4. ausgefiihrter Versuch mit 25 g¢ d-Fructose. 

Aus den Daten ist ersichtlich, daB Glucose und Fructose in Car- 
bonatlésungen eine Isomerisation erleiden und daB das Reduktions- 
vermoégen der Lésungen mit der Zeit bedeutend abnimmt. Eine Bildung 
von Polysacchariden, die durch verdiinnte Sauren hydrolysiert werden, 
geht aus den Analysenresultaten nicht hervor. 


Tabelle I. 





Reduktionsvermigen, in g Glucose pro 1 cem Losung 


nach der Hydrolyse 





Versuch’ Tage Aldosen 
vor der Hydrolyse mit 2° pige HoSO, mit 0,2° pige H, Sv, 
bei 100° ¢ bei 1000 ¢ 

Nr. Wihrend 1,5 Std. Wihrend 7 Std. 
0 0,248 0,247 
25 0,232 O,185 0,227 0.188 
‘ } 47 0,229 0.213 0,232 0.170 
75 0,227 0,180* 0,227* 0.158 
0 0.063 
- | 25 0,253 0,234 0,249 0.127 
. 45 0,238 0,208 0,240 0119 
| 75 0,235 0,180* 0,230* 0,125 


* Wihrend 2 Std. hydrolysiert. 


Nach weiteren Angaben von Nef soll eine Polymerisation der 
einfachen Zuckerarten auch stattfinden durch langeres Stehenlassen 
von wasserigen Zuckerlésungen bei Gegenwart von einem bis drei Aqui- 
valenten von essigsauren Salzen. Ausgehend von der Annahme, dab 
die Polysaccharide nicht reduzierend auf die Fehlingsche Lésung 
wirken, soll nach 2 Monate langer Aufbewahrung etwa 25°,ig. Poly- 
merisation eingetreten sein. 


6. In einem genau nach Nefs Vorschriften ausgefiihrten Versuch wurde 
eine verschlossen gehaltene Lésung von 30g d-Galaktose und 34,62 g 
Calciumacetat (33,72°,ig. CaO enthaltend) in 200 ccm Wasser, mit 0,5 g 
Xylol, 62 Tage bei 15 bis 20°C im Dunkeln stehengelassen. Am Ende der 
Versuchszeit war die Lésung hellgelb. Das Reduktionsvermégen und die 
Aldosen wurden bestimmt vor und nach der Beseitigung des Calciums mittels 
Oxalsaure. Zur Ausfallung des Calciums wurde die Lésung bei Zimmer- 
temperatur mit der theoretischen Menge Oxalsiure versetzt. Ein Teil (A) 
dieser Lésung wurde wahrend !/, Stunde geschiittelt, das Calciumoxalat 
abzentrifugiert und die Lésung sofort analysiert. Ein anderer Teil (B) 
der Lésung wurde zur Hydrolyse auf einem siedenden Wasserbad unter 
RiickfluB 5 Stunden erhitzt, das Calciumoxalat abzentrifugiert und, nach 
Einstellung des Volumens, analysiert. Von dem Rest dieser Lésung wurde 
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dann das Wasser bei 50°C und 20mm Druck abdestilliert, und diese 
Operation wurde nach dreimaliger Zugabe von Wasser wiederholt, bis alle 
Essigsiure entfernt war. Der sirupartige Riickstand (C) wurde in Wasser 
geloést und analysiert. Die Analysenwerte wurden alle aut die urspriingliche 
Zuckerlésung umgerechnet und sind in Gramm Glucose angegeben, Ta- 


belle III. 
Tabelle II. 


Erklarung im Text. 





Versuch | Analysiert Reduktions- | Aldosen Doshungovnentigns 
Nr. nach "Tagen Losung vermégen . ; im 2-dm-Rohr 
g Glucose | g Glucose A = 576 
0 Original 23,6 29,3 + 21,67 
| 1 ‘s 23,8 29,4 + 21,65 
6 62 e 24,2 29,2 + 21,46 
62 A 25,0 30,3 + 19,86 
| 62 B 23.4 29,0 + 19,36 
62 C 21,7 26,7 
0 Original 29,7 30,8 + 12,98 
| 64 - 28,6 29,8 + 11,23 
7 64 A 29,9 29,6 + 11,91 
| 64 B 28.7 28.7 + 10,78 
64 C 26,0 27,8 
0 Original 29,4 30,2 + 14,35 
P | 64 7 29.4 30,5 + 13,36 
| 64 A 28,6 29,9 + 13,83 
64 B 28,4 29.4 + 13,67 


7. Eine Lésung von 30g d-Glucose und 79,01 g Bleiacetat (2'/, Aqui- 
valente) in 200 g Wasser wurde ganz wie 6. behandelt. 


8. Eine verschlossen gehaltene Lésung von 30 g d-Glucose und 17,67 g 
Uranylacetat (1'/, Aquivalenten) in 200 g Wasser wurde 65 Tage bei 15 bis 
20°C im Dunkeln stehengelassen. Zu Ende der Versuchszeit hatte sich ein 
leichter, dunkelroter Niederschlag an den Wanden des Kolbens gebildet. 
Das Reduktionsvermégen und der Gehalt an Aldosen wurden zu Anfang 
und Ende der Versuchszeit bestimmt. Nach dem Stehenlassen wurde die 
Lésung auch vor und nach der Beseitigung des Urans und darauffolgender 
Hydrolyse analysiert. Zur Beseitigung des Urans wurde die Lésung mit 
einem UberschuB von Bariumecarbonat geschiittelt und das Barium mit 
der theoretischen Menge von Oxalsaure gefallt. Ein Teil (A) dieser Lésung 
wurde '/, Stunde bei Zimmertemperatur geschiittelt, das Bariumcarbonat 
abzentrifugiert und die Lésung analysiert. Ein anderer Teil (B) dieser 
Lésung wurde wahrend 5 Stunden unter Riickflu8 auf dem siedenden Wasser- 
bad digeriert, um etwa gebildete Polysaccharide zu hydrolysieren. Nach 
dem Entfernen des Bariumoxalats wurde die Lésung wie (A) analysiert. 


Zusammenfassung. 


d-Glucose, d-Fructose und d-Galaktose wurden in wasserigen 
Lésungen von Natriumcarbonat, Calciumacetat, Bleiacetat und Urany]- 
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acetat wihrend 2 Monaten bei Temperaturen von 15,5 bis 38° im Dunkeln 





aufbewahrt. Entgegen den alteren Mitteilungen von Nef konnte unter 
diesen Bedingungen keine Polvsaccharidbildung nachgewiesen werden. 
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Reindarstellung lag 
eines Bakteriophagen in mit freiem Auge sichtbaren Mengen. nev 
an bis 
auf 
Max Schlesinger. oie 

(Aus dem Institut fiir Kolloidforschung, Frankfurt a. M.) | 
(Eingegangen am 20. Juni 1933.) ie 
Ex 
Bis vor kurzem bezeichnete das Wort ,, Bakteriophage* ein unsicht- gef 
bares, kérperlich-stofflich unbekanntes Etwas, das sich als Ursache An 
hinter der Erscheinung der ,,iibertragbaren Lyse der Bakterien‘‘, einer Bu 
Art ansteckender Bakterienkrankheit, verbirgt. Mit voller Sicherheit Au 
stand von diesem Etwas die Tatsache seiner kérperlichen Natur an yee 
sich fest, weiter, daB es auf diskrete Partikel verteilt sein muBte, deren kei 
Anzahl, im Zusammenhang mit der auf die Bakterien ausgeiibten unt 
Wirkung der Vermehrung fahig ist. Als sehr wahrscheinlich durfte abs 
gelten, daB ein einziges dieser Partikel zur Auslésung der Erscheinung = 

hinreicht, so daB man in den ausgebildeten Titrationsmethoden, ins- 

besondere in der Auszihlung der auf dem Bakterienrasen gebildeten 
,.L6cher*‘ ein Mittel zur Bestimmung der absoluten Zahl der Partikel | Un 
besitzt. Uber die GréBe der Partikel dagegen lagen zwar zahlreiche C | 
Bestimmungen vor, die aber einander widersprachen und alle der te 
zwingenden Beweiskraft ermangelten; vorherrschend war lange Zeit Ds 
S | 


hindurch die Annahme sehr niedriger GréBenwerte. 


Aus den in den Jahren 1929/31] ausgefiihrten diffusiometrischen Unter- 
suchungen von Hetler und Bronfenbrenner' schien hervorzugehen. daB TT, 
man mit einem GréBengebiet zu rechnen hat, das sich bis 1,2my, also | oud 
weit unter die obere Grenze der molekularen Dimensionen erstreckt und ow 
selbst da noch nicht das freie wirksame Prinzip erfa8t, sondern Teilchen Br 
anderer, zufalliger Herkunft (Bouillonbestandteile usw.), an welehe das 


in 

eigentliche Agens adsorbiert ist. Danach brauchte ein Hektoliter hoch- gii 
wirksamen Lysats? noch kein y an aktiver Substanz zu enthalten. Ph 
Die Aussicht, dem Bakteriophagen nicht mehr allein als dem dei 
Trager einer biologischen Wirkung, sondern als sichtbarem, waigbarem ’" 
“Al 

de 

1 Hetler u. Bronfenbrenner, J. Gen. Physiol. 14, 547, 1931. de 

2 Lysat = durch Bakteriophagenwirkung aufgeléste Bouillonkultur ; ha 


Titer = Zahl aktiver Teilchen pro Kubikzentimeter. na 
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Reindarstellung eines Bakteriophagen. 


Objekt physikalischer und chemischer Untersuchung gegentibertreten 
zu koénnen, anderte sich daher ganz wesentlich, nachdem es gelungen 
war, die Sedimentation der wirksamen Teilchen in der Zentrifuge nicht 
nur mit Sicherheit nachzuweisen, sondern unter definierten Bedingungen 
quantitativ zu verfolgen und hieraus ihren Vurchmesser zu etwa GO mu 
zu berechnen!. Das grundsatzlich wichtigste Ergebnis dieser Versuche 
lag aber darin, daB es durch reihenweise fortgesetztes AbgieBen und 
neuerliches Zentrifugieren der iiberstehenden Fliissigkeit méglich war, 
bis zu 99,99°, der aktiven Partikel in das Sediment zu bringen, ohne 
auf eine Abnahme der Senkungsgeschwindigkeit zu stoBen. Die wnter- 
einander gleiche Gréfpe der wirksamen 'Teilchen macht ecinerseits die 


! Schlesinger, Zeitschr. f. Hyg. 114, 161, 1932. Einige Monate nach 
dem Erscheinen dieser Arbeit berichteten Elford und Andrewes (Brit. J. 
Exp. Path. 13, 446, 1932) tiber mit einer sehr verfeinerten Methodik aus- 
gefiihrte Filtrationsversuche an einer Reihe biologisch (bez. Resistenten- und 
Antilvsinbildung) verschiedener Bakteriophagenarten, welche sie von fF’. MM. 
Burnet erhalten hatten. Bei einigen dieser Arten gelangten die englischen 
Autoren zu einer Schatzung der Teilchengr6Be auf 50 bis 75 mu, was von 
unserer Zahl nicht allzusehr abweicht; andere Arten fanden sie dagegen 
sehr viel kleiner. In den letzten Wochen hatten wir durch die Freundlich- 
keit von Herrn Burnet Gelegenheit, mit einigen der von Elford und Andrewes 
untersuchten Arten Zentrifugierversuche anzustellen, deren vorliufiges 
abgerundetes Ergebnis wir hier mitteilen méchten: 





Teilchengrote in mu 
Bezeichnung der Phagen 


nach Elford u. Andrewes (Filtrat) durch Zentrifugieren 
Unser Phagentyp p 90 
C 16 von Burnet... . 50—75 9 
CZi . “ ae 30—45 75 
L es Te te 30—45 75 
p20 , * wo eee 9) — 30 50 
s18 , s oe 8—12 20 


Es gibt also tatsachlich Bakteriophagenarten von ganz verschiedenet 
TeilchengréBe, womit auch die Widerspriiche zwischen den alteren Befunden 
aufgeklart erscheinen, insofern sie nicht auf Unzulanglichkeiten der Methodik 
zuriickzufiihren sind. Die eingangs erwaihnten Ansichten von Hetler und 
Bronfenbrenner wird man allerdings endgiiltig ablehnen miissen. Fiir die 
in der vorliegenden Arbeit behandelte Zielsetzung war es natiirlich besonders 
giinstig, daB der Gegenstand unserer Untersuchungen von Anfang an eine 
Phagenart mit besonders groBern Teilchendurchmesser (genau entsprechend 
dem Burnetschen Typ C 16) gewesen war. Ein Teilchen dieser Art stellt 
ja das 100fache an Masse dar als etwa eines des Burnetschen Typs § 13. 
Auf die Diskussion der systematischen Abweichung zwischen den mit 
den beiden Methoden erhaltenen absoluten Zahlen, deren Quelle wir in 
den von Elford und Andrewes angesetzten Umrechnungstaktoren (Ver- 
haltnis zwischen TeilchengréBe und Porenweite) sehen, kann hier nicht 
naher eingegangen werden. 








Ss M. Schlesinger : 


Vorstellung einer eigentlich héher dispersen aktiven Substanz, die aber 
an gréberen Partikeln zufalliger Herkunft haftet, im héchsten Grade 
unwahrscheinlich. Andererseits gibt die Gleichteiligkeit in der Ver- 
wendung abgestufter Filter, oder noch wirksamer und _ iibersicht- 
licher in der fraktionierten Zentrifugierung, Mittel zur weitgehenden 
Reinigung des Bakteriophagen an die Hand. 

Einer Reindarstellung des Phagen in wagbaren Mengen, deren 
prinzipielle Méglichkeit nun gegeben war, standen aber noch immer 
groBe technische Schwierigkeiten im Wege, die in der Beschaffenheit 
des Ausgangsmaterials (aufgeléste Bouillonkulturen) ihren Grund 
hatten. Diese konnten umgangen werden mit Hilfe einer modifizierten 
Ziichtungsmethode, die in einem synthetischen, auBer Natriumlaktat 
nur anorganische Salze enthaltenden Nahrmedium! den Bakteriophagen- 
gehalt Werte erreichen lieB, die das 20- bis 50fache der bei dieser Phagen- 
art gewohnten Hohe betrugen. Die bakterienfreien Filtrate dieser 
Kulturen (als ,,Sy-Filtrate** bezeichnet) erscheinen farblos und in der 
Durchsicht klar, zeigen dagegen eine deutliche und gut meBbare 7' yndall- 
Triibung. Es konnte bewiesen werden, daB diese Triibung —- zumindest 
in ihrem iiberwiegenden Teil von dem Bakteriophagengehalt dieser 
Fliissigkeit herriihrt ; ebenso, daB der homogene Schwarm weif-blaulich 
leuchtender Punkte, zu welchem die Triibung durch das Kardioid- 
Ultramikroskop aufgelést wird, die einzelnen Bakteriophagenteilchen 
selbst darstellt?. Fiir die erstrebte Reindarstellung aber ist ausschlag- 
gebend, daB bereits in 50 ccm eines Sy-Filtrats (mit 5.10! Teilchen 
pro Kubikzentimeter) etwa 1 mg an _ ,,Bakteriophagenleibern* vor- 
handen ist®, waihrend eventuelle andere Kolloidbestandteile, insbesondere 
solche von ahnlicher TeilchengréBe im Hinblick auf das von der 


1 H. Braun u. R. Goldschmidt, Zeitschr. f. Bakt. I. Orig., 101, H. 6/7, 
1927; Friedlein, diese Zeitschr. 194, 273, 1928. 

* Schlesinger, Zeitschr. tf. Hyg. 114, 746, 1933. Auf diese Arbeit miissen 
wir sowohl beziiglich der Gewinnung der Sy-Filtrate als beziiglich des Zu- 
sammenhanges zwischen deren Lichtstreuung und Bakteriophagengehalt 
verweisen. Erwahnen méchten wir hier, da es anderweitig noch nicht mit- 
geteilt wurde. daB der durch ultramikroskopische Auszihlung ermittelte 
Teilchengehalt von Sy-Filtraten stets das 1,4- bis 2fache des im frischen 
Zustande biologisch ermittelten Titers betragt. Zwei Drittel oder mindestens 
die Halfte der sichtbaren Teilchen macht sich also (solange die bald ein- 
setzende Inaktivierung noch nicht weit fortgeschritten ist) auch durch Loch- 
bildung auf dem Agarrasen kenntlich. Durch antilytische Sera werden die 
ultramikroskopisch sichtbaren Teilchen ausgeflockt, und zwar auch durch 
solche, die mit gereinigten Phagenpraparaten gewonnen und gegen den bei 
der Ziichtung benutzten Bakterienstamm unwirksam sind. Die antilytische 


und phagenagglutinierende Wirkung eines Serums zeigt — gleichzeitig am 
gleichen Objekt gepriift — die gleiche Verdiinnungsgrenze. 


3 Berechnet aus Teilchenzahl und TeilchengréBe. 
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T yndall-Triibung Gesagte hinter dieser Menge zumindest. stark 
zuruckbleiben miissen. 

Im folgenden méchten wir nun unsere Erfahrungen iiber die 
weitere Anreicherung und Reinigung des Bakteriophagen zusammen- 
fassen und anschlieBend iiber einige Tierversuche berichten, welche 
die Freiheit der gewonnenen Praparate von bakteriellem Antigen und 
damit ihre Reinheit nachweisen sollen. 

Ausgangsmaterial ist das bereits beschriebene ,.Sy-Filtrat’. Es 
wird gewonnen unter Verwendung des Colistammes ,.NO 14°° (Hygieni- 
sches Institut Frankfurt): der Gehalt an aktiven Bakteriophagen- 
teilchen wird jedoch an dem Stamm Coli-S8 geprift, gegen welchen die 
lytische Wirksamkeit am gréBten ist. Der Gehalt an aktiven 'Teilchen 
ist im frischen Zustande am héchsten und sinkt meist schon in wenigen 
Tagen betrachtlich; das ultramikroskopische Bild dagegen bleibt 
qualitativ wie quantitativ wochen- und monatelang fast unverandert, 
ebenso die antigenen Eigenschaften. AuBer dem Bakteriophagen enthalt 
(von den Salzen abgesehen) das Sy-Filtrat noch Zerfalls- bzw. Aus- 
scheidungsprodukte der Bakterien!. Diesen ist die geringe Triibungs- 
zunahme zuzuschreiben, welche auf Sulfosalicy!siurezusatz auftritt. 
Hierher gehért auch ein brauner Farbstoff, der aber meist erst nach 
starker Anreicherung auf einem dichten Ultrafilter sichtbar wird. Die 
Entfernung der bakteriellen Stoffe ist die Hauptaufgabe der Reinigung, 
und wir kénnen annehmen, daB MaBnahmen, welche hierzu ausreichen, 
auch andere Verunreinigungen (wie die bei Ansetzen der Kulturen 
mit der verwendeten kleinen Lysatmenge eingebrachten Bouillon- 
bestandteile), die aber wohl von vornherein kaum eine Rolle spielen 
zur Geniige erfassen. 

Die Anreicherung erfolgt auf 10° igen Eisessigkollodiumtiegeln 
nach Bechhold-Kénig. Im Verlauf der Einengung pflegt sich der groBte 
Teil der Partikel, selbst bei ausgiebiger Rithrung, auf der Oberflache der 
Kollodiumschicht abzusetzen. Dieser Anteil liBt sich aber am Schlub 
der Filtration durch Abstreichen mit einem kleinen Glasspatel wieder 


in Aufschwemmung bringen, und zwar wie der nephelometrische 
Vergleich und die ultramikroskopische Auszéhlung zeigen praktisch 


ohne Verlust. Auch die urspriingliche Homodispersitat bleibt erhalten. 
Die Fliissigkeit, die man auf diese Weise durch Einengung des Sy-Filtrats 
auf ! ., bis | j99 des urspriinglichen Volumens erhalt, erscheint in der 
Durchsicht wenig getriibt und mehr oder minder intensiv braun gefarbt ; 
in der Aufsicht wird die Farbung von der dichten blaiulich-weiben 
Triibung fast verdeckt. 


' Hier mub erwahnt werden, daBi unter den bei der Crewinnung der 
Sy-Filtrate eingehaltenen Bedingungen eine makroskopisch — sichtbare 
Bakteriolyse nicht auftritt. 
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Die Reinigung erfolgt mit Hilfe einer Eeco-Zentrifuge, die 
15000 Touren je Minute macht. Zuniachst schleudert man, um gréber- 
teilige Verunreinigungen zu entfernen, bei einer Schichthéhe von etwa 
5cem durch 10 Minuten, bei geringerer Schichthéhe entsprechend 
kiirzer. Vom Bodensatz (der auch einen Verlust von etwa 15°, der 
Phagenteilchen bedeutet) gieBt man ab, verteilt die Fliissigkeit, um die 
Schichthéhe zu verringern, auf mehrere Réhrchen und zentrifugiert 
nun durch 30 Minuten (bei etwa 1!, em Schichthéhe). Die iiberstehende 
Fliissigkeit, deren Triibung auf einen Bruchteil gesunken ist, zeigt die 
urspriingliche braiunliche Farbe. Sie wird abgegossen und ihr an der 
Roéhrenwand haftender Rest mit japanischem Reispapier (das keine 
Fasern li8t) entfernt. Am Boden verbleibt das in der Aufsicht bldulich- 
weipe aber rétlich-braun (T yndall-Farbung ?) durchscheinende Sediment, 
bestehend aus 0,5 bis 2mq Bakteriophagen und meist 1 bis 2 eg zuriick- 
gehaltener Fliissigkeit. (Erwaihnen méchten wir hier, daB bei Ver- 
wendung von frischem Sy-Filtrat als Ausgangsmaterial die Halfte der 
Phagenteilchen und mehr auch im Sediment noch voll aktiv sein kann. 
Es stehen somit in einem Volumen von einigen Hundertstel cem unter 
Umstanden Milligramme der ,,lebenden‘* Substanz zur Verfiigung. 
Dies laBt vielleicht eine Wiederholung der bisher nur bei unvergleichlich 
geringerem Substanzgehalt ausgefiihrten Stoffwechselversuche als lohnend 
erscheinen, deren positiver Ausfall die Frage nach der Lebewesennatur 
des Bakteriophagen natiirlich entscheiden wiirde!.) 


Das Sediment wird nun mit destilliertem Wasser (oder physiologi- 
scher NaCl-Lésung) aufgeschwemmt, so daB die héherdispersen Ver- 
unreinigungen auf das 100- bis 200fache verdiinnt werden. Es verteilt 
sich in Schlieren zu einem homogenen Sol, das nun wiederum 30 Minuten 
geschleudert wird. Die nunmehr fast farblose iiberstehende Fliissigkeit 
wird nochmals durch destilliertes Wasser ersetzt und das Sediment 
neuerdings aufgeschwemmt (Verdiinnung der héherdispersen  Ver- 
unreinigungen > 10000: 1). 


Man erhalt so eine Fliissigkeit, die dem Aussehen nach an ein 
dichtes, feinteiliges Schwefelsol erinnert. Sie zeigt in der Aufsicht 
dichte, bldulich-weife Triibung, in der Durchsicht erscheint sie fast klar 
in schwach roétlich-gelber Farbe (JT yndall-Farbung). Im Ultramikroskop 


' Allerdings ware der Phage damit noch immer nicht als auwtonomes 
Lebewesen charakterisiert; letzteres k6énnte ausschlieBlich durch den 
Nachweis sichergestellt werden, daB die Phagenteilchen ihre Nachkommen 
aus sich selbst heraus hervorbringen. Dariiber, daB die Phagenteilchen 
geformte Gebilde von untereinander gleicher GréBe und Gestalt sind, kann 
auf Grund der Ergebnisse der Zentrifugiermethode, sowie der ultramikro- 
skopischen Beobachtungen kein Zweifel bestehen. 
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sieht man nicht mehr die urspriingliche vollkommene Homogenitat: 
die Aufteilung in Einzelteilchen ist offenbar nicht vollstandig. Auf- 


fallend ist auch, daB ein groBer Teil der Partikel sich im Gegensatz 
zum nicht gereinigten Praparat auf Objekttriger und Deckglas 


absetzt (nur an Glas, nicht an Quarz). Im tibrigen halt sich die Auf- 
schwemmung im KEisschrank monatelang ohne sichtbare Anderung. 


Mit einem derart gereinigten Praparat wurden nun parallel drei 
Kaninchen behandelt, nachdem ihr Serum auf antilytische, sowie 
bakterienagglutinierende Wirkung gepriift worden war. Sie erhielten 
je 0,01 com (0,5 ccm einer 50fachen Verdiinnung), und nach 1 Woche 
nochmals 0,02 cem der Aufschwemmung intravends. Nach einer weiteren 
Woche wurde wieder Blut entnommen und das Serum gepriift. Das 
Ergebnis ist aus den folgenden Tabellen ersichtlich: 


Antilytische Wirkung!. 





Vor der Behandlung Nach der Behandlung 

Serumverdiinnung: 1:10 1:10 1: 100 1: 1000 
Kaninchen Nr.34 .. . - fee | oh. re 
. ~ eas - +++ +++ i 
a 7. i.e — 44-4. |) 44 a 


Agglutination von Coli-NO1]4. 





Vor der Behandlung Nach der Behandlung 
Serumverdiinnung: 1:20 1:40 1:80 1:20 1:40 1:80 
Kaninchen Nr.34.. . a +— ? _ — 
. » 6B...) +— — — +— 


» Le +— — 


Die antilytische Wirkung des Serums, welche vor der Behandlung 
vollkkommen fehlte, war somit nachher noch in 1000facher Verdiinnung 
nachweisbar. Die bakterienagglutinierende Wirkung dagegen  blich 
vollig unverdndert. 

In einer zweiten Versuchsreihe wurden 0.3 cem und nach | Woche 
0,6 ccm, insgesamt also jedem Kaninchen 0.9 ccm des konzentrierten 
gereinigten Praiparats verimpft. Hier zeigte sich in der Tat bei zweien 
der drei Tiere eine geringe Erhéhung (Verdoppelung) des Agglutinin- 


! Das Serum wird bakteriophagenhaltiger Bouillon zugesetzt und die 
AktivititseinbuBe der letzteren nach einstiindiger Einwirkung bei Brut- 
schranktemperatur gepriift. + -+-— bedeutet eine Abnahme aut < ' jo 


eine solche auf =< !),. 
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titers, wahrend beim dritten auch diese fehlte'. Auch falls eine solche 
eben nachweisbare Erhéhung des Titers tatsachlich Resten bakteriellen 
Antigens zuzuschreiben ist, so kann deren Menge neben dem vollen 
Milligramm verimpfter Bakteriophagensubstanz jedenfalls nur sehr 
gering sein. 

Zusammenfassend glauben wir zu der Ansicht berechtigt zu sein, 
daB die beschriebenen Priparate die von fremden Beimengungen weit- 
gehend befreite ,,Leibessubstanz* des Bakteriophagen darstellen, welche 
somit auch in fiir viele chemisch-analytische Zwecke ausreichender 
Menge und Reinheit zur Verfiigung steht. 

' Die Grenzverdiinnung fiir die antilytiseche Wirksamkeit betrug im 
Durchschnitt 1: 3000, 
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Uber die Aktivierung des Propepsins. 
Von 
Richard Ege und Palle Menck-Thygesen. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 1, Juni 1933.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Unter Propepsin versteht man bekanntlich die Vorstufe des Pepsins. 
Diese Vorstufe zeichnet sich zum Teil durch ihre Inaktivitét aus, 
namentlich aber, und was insbesondere fiir die Méglichkeit einer Trennung 
von Pepsin und Propepsin von Bedeutung ist, dadurch, daB letzteres 
bei neutraler und ganz schwach basischer Reaktion eine wesentlich 
gréBere Haltbarkeit besitzt als ersteres. Die Haltbarkeit des Pepsins 
ist am gréBten bei schwach saurer Reaktion (pu 5* und 3,6 bis 4,6 **). 
Bereits bei pu 6 (und 40°) wird das Pepsin sehr schnell destruiert, und 
bei pu 7 und 8 das Pepsin bei gewohnlicher Zimmertemperatur beinahe 
sofort vernichtet, im Gegensatz zum Propepsin, welches bei neutraler 
und ganz schwach basischer Reaktion relativ haltbar ist. Die Umwand- 
lung des Propepsins in das aktive Pepsin erfolgt bei saurer Reaktion. 

Man hat behauptet, daB das Propepsin einfach als an irgendeinen 
anderen Stoff, z. B. an einen Eiwei$kérper adsorbiertes Pepsin und 
in diesem adsorbierten Zustand als inaktiv aufzufassen sei, und dab 
die sogenannte Aktivierung des Propepsins einfach in einer Entbindung, 
einer Eluierung des adsorbierten Pepsins bestehen sollte, oder aber, 
daB Propepsin einfach Pepsin in einer elektrolytisch inaktiven Neutral- 
form sein sollte?. 

Wie dem auch sein mag, wir méchten darauf aufmerksam machen, 
daB die Umwandlung von Propepsin in Pepsin irreversibel ist, d. h. dab 
es nicht méglich ist, durch eine Reaktionsinderung die inaktive alkali- 
resistente Pepsinvorstufe wiederherzustellen. Bei etwaiger Zuriick- 


* J.H. Northrop, J. gen. physiol. 2, 465, 1920. 
** Ege, H. 148, 159, 1925. 
' Oppenheimer, Lehrb. d. Enzyme 1927, 8. 396. 
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fihrung der Reaktion auf den urspriinglichen Wert wird im Falle 
einer Uberschreitung des Neutralpunktes eine totale Destruktion des 
Pepsins erfolgen, was eine etwaige Riickbildung von Propepsin aus- 
schlieBt. Begniigt man sich z. B. damit, die Reaktion auf py 5,6 zuriick- 
zufiihren (wo sich das Propepsin noch nicht aktivieren laBt), wird das 
Pepsin in seinem aktiven Zustand bleiben, ohne hierdurch in die mehr 
alkali-resistente Form zuriickzugehen. Die Frage der Trennung 
von Pepsin und Propepsin und damit auch alle Fragen beziiglich der 
die Aktivierung des Propepsins beeinflussenden Faktoren werden durch 
den Umstand erschwert, daB das Pepsin gewohnlich durch eine Proteolyse 
bei saurer Reaktion nachgewiesen wird. Die tibliche Pepsinproteolyse 
erfolgt bekanntlich nur bei ziemlich stark saurer Reaktion und zwar 
bei einer derart stark sauren Reaktion, daB die Umwandlung von Pro- 
pepsin in Pepsin sofort eintreten wird, weshalb man bisher behufs 
Trennung von Propepsin und Pepsin ausschlieBlich die Haltbarkeit 
des Propepsins bei schwach basischer Reaktion ausgenutzt hat. Wiinscht 
man somit zu untersuchen, ob das Propepsin im Laufe einer Stunde 
bei 37° und bei py 4 in Pepsin aktiviert wird, miBte man einfach seine 
Propepsinprobe wahrend der genannten Zeit bei den angegebenen 
Versuchsbedingungen stehen lassen; um aber den Grad der Aktivierung 
des Propepsins zu ermitteln, miiBte man dann die Reaktion auf z. B. 
pu 8,3 bringen und die Probe dort stehen lassen und zwar auch mit 
E. Gottlieb, dem insbesondere die systematische Untersuchung der 
Aktivierung des Propepsins zu verdanken ist!. 

Als Resultat des Stehenlassens bei pu 8,3 sollte sich dann die totale 
Destruktion der waihrend des Aktivierungsaufenthaltes bei px 4 ge- 
bildeten Pepsinmenge ergeben, und durch hierauf folgende Reaktions- 
anderung auf px 2 und Untersuchung der Pepsinaktivitat der Probe 
sollte sich die wahrend des Aufenthaltes bei Reaktion py 4 inaktiviert 


‘gebliebene Propepsinmenge ermitteln lassen, indem nur die inaktiviert 


gebliebene Menge den Aufenthalt bei der basischen Reaktion tiberdauern 
kann, wahrend der aktivierte Teil des Pepsins destruiert worden sein 
sollte. Als ganz natiirliche Folge dieser ziemlich schwierigen und um- 
standlichen Nachweismethode liegen iiber die Aktivierungsgeschwindig- 
keit des Propepsins bei verschiedener Reaktion und _ verschiedener 
Temperatur nur relativ wenige und wenig detaillierte Angaben vor. 
Diese Schwierigkeit lat sich unserer Ansicht nach in der Weise beseitigen, 
daB man den Pepsingehalt der Probe nicht auf dem Wege einer Pepsin- 
proteolyse, sondern durch eine Bestimmung ihres Vermégens, Caseinogen 
zum Koagulieren zu bringen, priift. Ohne die Frage der Identitat 
oder der Nichtidentitat des Pepsins und des Chymosins hier naher 


' Skand. Arch. f. Physiol. 66, 1—50. 
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Aktivierung des Propepsins. 15 


erortern zu wollen, geben wir der Auffassung Ausdruck, daB das Pepsin, 
wenngleich insbesondere bei jungen Tieren moglicherweise spezi- 
fische Chymosine existieren, das Vermégen besitzt, das Caseinogen 
zum Koagulieren zu bringen, und wir halten uns berechtigt, das einem 
Schweinemagenextrakt innewohnende Aktivitatsvermégen, eine Koa- 
gulation der Milch herbeizufiihren, als Ausdruck des Pepsingehaltes 
des Priparats, nicht aber als Anzeichen des Vorhandenseins eines 
besonderen Chymosins zu nehmen. 

Von der Stichhaltigkeit dieser Ausfiihrungen ausgehend, werden 
wir den Gehalt eines Schweinemagenextraktes an praformiertem Pepsin 
und Propepsin ohne Schwierigkeit bestimmen kénnen, indem die Reak- 
tion, mittels welcher die Pepsinaktivitaét — nach dem Vermégen des be- 
treffenden Extraktes, die Koagulation von Milch herbeizufiihren, ge- 
messen —- bestimmt wird, derart gewahlt werden kann, dab waihrend der 
Bestimmung selbst keine Aktivierung des Propepsins stattfindet: auf 
diese Weise wird diese Methode die Bestimmung der Bedingungen fiir 
die Aktivierung des Propepsins in einfacher Weise ermdéglichen. 


Methode. 


Uber das von uns angewandte Verfahren fiir die Bestimmung der 
Pepsin- bzw. der Chymosinaktivitaét Je nach der koagulierenden Einwirkung 
des Enzyms auf das Caseinogen sei folgendes mitgeteilt : 

Als Substrat wird ein Gemisch von Milch und Acetat-Essigsiiure 
(42 ¢ NaOH, 11l5cem 80°. ig. Essigsiure in | Liter) in gleichen Teilen 
benutzt. 

Die Koagulation wird makroskopisch beobachtet. Die Probe, 10 cem 
Milchacetatgemisch in einem gewohnlichen Reagensglas, wird gegen die 
Lichtquelle oder mit einfallendem Licht gegen dunklen Hintergrund ge- 
halten und derart gedreht, daB die Milch sich in diinner Schicht auf der 
Glaswand ausbreitet. Der Zeitpunkt der Koagulation wird von dem Augen- 
blick an gerechnet, wo eine erkennbare grobflockige Fallung beobachtet 
wird. Diese Stufe tritt sehr plétzlich ein und ist leicht wahrnehmbar. 
Besondere Versuche haben erwiesen, dab die Koagulationszeit von der 
Haufigkeit und der Intensitat dieser Bewegungen unabhangig ist, nur 
muB hervorgehoben werden, daB in den Fallen, wo die Koagulation un- 
erwartet spat eintritt, so daB die Probe viel bewegt wurde, die Milch zu ver- 
buttern droht, wobei die ausgeschiedenen Butterkérner die Beobachtung 
allerdings erschweren, jedoch kaum eine Koagulation vortéuschen kénnen. 


Die Milch stellt bekanntlich ein vorziigliches natiirliches Substrat ftir 
die Koagulationsuntersuchung dar, wobei jedoch zu bemerken ist, daB die 
Reaktion der natiirlichen Milch teils von der Optimumreaktion der 
Koagulationsprobe weit entfernt liegt, teils die Reaktion verschiedener 
Milchproben gar zu schwankend ist und schlieBlich beim Stehenlassen der 
Milch selbst wahrend kiirzerer Zeit eine Reaktionsverschiebung nach der 
sauren Seite hin stattfindet, welche fiir die Koagulationsgeschwindigkeit 
der Milch von héchster Bedeutung ist. Durch Zusatz der oben genannten 
stark konzentrierten Pufferlésung werden diese Ubelstiinde beseitigt. 











16 R. Ege u. P. Menck-Thygesen : 


Wahrend die Reaktion der Milech von py 6,6 bis 6,8 bis saure 
Reaktionen variiert, ist die Reaktion der Pufferl6sung 4,97. Das py des 
Gemisches von Milch und Puffer ist 4,8. 

Bei dieser Reaktion erfolgt die enzymatische Koagulation des Casein- 
ogens sehr schnell, andererseits muB aber hervorgehoben werden, daB keine 
spontane Saurefallung des Caseinogens stattfindet. 

In einer nachfolgenden Arbeit wird der EinfluB der Reaktion auf die 
Koagulation des Caseinogens naher besprochen werden. 

An dieser Stelle sei bloB erwahnt, daB eine Reaktionsverschiebung 
von ungefaihr 6.4 bis 6,1 die Koagulationsgeschwindigkeit fiinffach steigert. 
Der nachstehende Versuch deutet tibrigens auf einen noch gréBeren EinfluB 
der kleinen Reaktionsverschiebungen in ungefihrer Héhe der Eigenreaktion 
der Milch, was wahrscheinlich damit in Zusammenhang steht, daB Pepsin 
bei dieser Reaktion (und Temperatur) zunachst mit einer sehr groBen 
Geschwindigkeit destruiert wird, so daB die Frage dariiber, ob die Reaktion 
der Milch 16-66 oder 10—-6,7 ist, fiir den Grad der Destruierung der zu- 
gesetzten Pepsinmenge wihrend des Versuchs von ausschlaggebender 
Bedeutung sein kann. 

Wie anderwarts naher besprochen werden soll, ist die wesentliche 
Ursache der variierenden Koagulabilitat der verschiedenen Milchproben 
(sowohl bei Pepsin- als bei Labzusatz) durch einen Unterschied in der 
Reaktion der Milch bedingt, weshalb es durchgangig méglich gewesen ist, 
durch Zusatz der vorgenannten Pufferl6sung den sich bei den verschiedenen 
Milchproben zeigenden groBen Unterschied zu eliminieren. Es sei jedoch 
hervorgehoben, dali auch sonstige Faktoren eine etwas verschiedene 
Koagulabilitat der verschiedenen Milchproben bewirken kénnen. Dieser 
Unterschied scheint indessen nur geringfiigig zu sein. Der nachstehende 
Versuch erweist ganz deutlich, daB die Hauptursache des Unterschiedes 
der Koagulabilitat verschiedener Milchproben in ganz geringfiigigen, jedoch 
sehr bedeutsamen Verschiedenheiten der Reaktion der betreffenden Milch- 
proben liegt, und da dieser Unterschied beinahe v6llig verschwindet, 
wenn die Koagulation im obengenannten Milchacetatgemisch stattfindet : 


Tabelle I. 





Koagulationszeit. Milchacetat- 


Koagulationszeit gemisch 





~ 
= 








* —— <=. —EE - — 
Ss : .  0,2cem des vor- 
= Pepsin, 2ecm Lab 1 eem O,2eem 0,19 9ig. oe Lab- 
Milchproben ~= ganz neutrales Labpriparat Armour-Pepsin- > priiparates, 
s ub Pepsinpriparat lisung verdiinnt 1:20 
ag ———————_ an ~ = - 
=x absolut . absolut _ absolut _ absolut : 
a relativ relativ relativ ; relativ 
Min. Min. Sek. Sek. 


Kk. M. F. 6,65 6 100 3 100 55 100 62 100 
(pasteurisiert) 

kK. 6,67 13 217 «1083; 344 63 115 69 97 
(stassanisiert ) 


L. (roh) 6.77 20 333-121, 416 67 122 59 95 
L 6.70 38 630 17! | 577 64 116 61 98 


(pasteurisiert ) 


* Zweite Dezimale der py-Bestimmung unsicher. 
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Wie aus der Tabelle I ersichtlich, erfolgt die Koagulation weit lang- 
samer bei der natiirlichen Reaktion der Milch als bei der dem Milch- 
acetatgemisch eigenen Reaktion (pu 5). 

Die groBe Schwankung der Koagulationszeit der verschiedenen 
Proben scheint durchgangig bis auf eine einzelne Ausnahme den 
geringfiigigen Unterschieden der natiirlichen Reaktion der Milch zu 
folgen. Wie weit dies tatsadchlich der Fall ist, laBt sich indessen wegen 
der ungeniigenden Genauigkeit der px-Bestimmung nicht endgiiltig 
feststellen. Die Tatsache, daB diese Unterschiede beinahe vollstandig 
aufgehoben sind, wenn von der Koagulationszeit von Milchacetat- 
gemischen die Rede ist, bestatigt weitgehend unsere’ Ansicht. 

Um indessen mit gréBerer Zuverlassigkeit die Ergebnisse der an ver- 
schiedenen Tagen und mit verschiedenen Milchproben vorgenommenen 
Versuche vergleichen zu kénnen, haben wir als MaB der Koagulabitat 
des Milchacetatgemisches eine standige Kontrolle gegen ein haltbares 
Pepsinpraparat eingefiihrt. Wir benutzen zu diesem Zweck 0,1 °,ige 
Armour-Pepsinlésung. Die Reaktion der Lésung wird mittels Acetat- 
essigsiure auf py 4.0 eingestellt, bei welcher Reaktion die Haltbar- 
keit des Pepsins am gréBten ist, auBerdem wurde die Haltbarkeit 
durch Zusatz von Benzoat (gegen Faulnis usw.) vergréBert. 

Die Pepsinaktivitat dieser Lésung halt sich unverandert wenigstens 
1] Monat hindurch. Die Haltbarkeit des trockenen Armour-Pepsin- 
priparats selbst (1 bis 3000) darf wahrscheinlich als unbegrenzt an- 
gesehen werden. Die Aktivitét der unbekannten Pepsinpraparate 
wird dann in Beziehung zu diesem Priparat berechnet, so daB 0,1 cem 
der genannten 0,1° igen Lésung (100 y enthaltend) als eine Pepsin- 
einheit gilt. 

Als Ausdruck des Pepsingehalts der Probe nehmen wir das Ver- 
haltnis der Dauer der Koagulationszeit der zu untersuchenden Probe 
zur Koagulationszeit der gegebenen Menge des Standardpepsinpra parats. 
Es ergibt sich von selbst, daB, je kleiner der Pepsingehalt der Probe, 


Tabelle I. 





Enzymmenge 


Koagulationsgeschwindigkeit 
a Koagulationszeit — 


ecm relativ absolut relativ 
0,2 200 34 Sek. 1.76 147 
O41 100 1 86. 1.2 100 
0,09 90 1 Min. 1 84 
0,08 80 ck = 9 Sek. 0.92 77 
0,07 70 L ~« we 0,89 74 
0,05 59 i .  ~ 0.60 50 
0,02 20 5 « Be 0,28 23 
0.01 10 ZS 0.143 12 
0,005 5 io . %. 0.075 6 
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um so langer die Koagulationszeit. Wie aus vorstehender Tabelle 
ersichtlich, besteht zwischen Enzymmenge und  Koagulationszeit 
umgekehrte Proportionalitat. 

Beispiel. 0,05 ccm einer Pepsinprobe bewirkt im Laufe von 
1 Minute 13 Sekunden Koagulation. 0,1 cem der Armour-Pepsin- 
lésung (Standardlésung) fiihrt in 1 Minute 1 Sekunde Koagulation 
herbei. Die Pepsinaktivitét der untersuchten Probe ist somit 3,2mal 
so groB als die Pepsinaktivitat der Standardlésung und muB dement- 
sprechend 3,2. 100 y Armour-Pepsin (1: 3000) pro 0,1 ccm enthalten. 
Die Pepsinaktivitat der Probe kann also als 3,2 bezeichnet werden. 

Die Geschwindigkeit des Koagulationsprozesses ist selbstverstind- 
lich von der Temperatur abhangig, weshalb es zweckmaBig wire, 
die Bestimmungen stets bei gleicher Temperatur vorzunehmen. Da 
die Beobachtung der Koagulation im Thermostaten erschwert ist, 
haben wir uns auf Bestimmungen bei gewohnlicher Zimmertemperatur 
beschrankt. Um eine Erwirmung der Probe zu verhiiten, faBt man 
wahrend der Bewegung das Reagensglas am Gummistopfen an. Selbst- 
verstandlich hat man darauf zu achten, daB die Milchacetatprobe vor 
dem Versuch Zimmertemperatur angenommen hat, und um sich in 
dieser Hinsicht zu vergewissern, empfiehlt es sich, die abgemessenen 
Milchacetatgemische vor der Bestimmung einige Zeit (ungefaihr 5 bis 
10 Minuten) im Wasserthermostaten stehenzulassen; immerhin lauft 
man Gefahr, daB die Temperatur, bei welcher die Bestimmung erfolgt, 
um 1 bis 2° schwankt. Besondere iiber den EinfluB der Temperatur 
auf die Koagulationsgeschwindigkeit vorgenommene Versuche haben 


erwiesen, daB eine Abweichung von 20° um 1° die Koagulations- 
geschwindigkeit um 5°, andert. Was den gréBten Teil der Be- 


stimmungen betrifft, wird diese Unsicherheit ohne gr6Bere Bedeutung 
sein, da der Fehlerprozentsatz der Methode (selbst bei konstanter 
‘Temperatur) 10% betragt, wobei tbrigens zu bedenken ist, dab 
parallel mit den Priifungen der unbekannten Proben stets Bestim- 
mungen iber die Koagulationszeit mit dem Standardpepsinpraparat 
vorgenommen werden, wodurch Schwankungen der Versuchstemperatur 
eliminiert werden. 

Der unbekannten Probe werden, so weit méglich, derartige Mengen 
entnommen, daB die zugesetzte Menge schatzungsweise ungefahr 
1 Einheit Pepsin pro Kubikzentimeter enthalt, d.h. daB die Koagu- 
lationszeit sich tiber ungefaihr 2 Minuten erstrecken wird. 


Der EinfluB der Reaktion auf die Aktivierung des Propepsins. 


Als Propepsinpraparat wurde ein durch Behandlung der Schleim- 
haut von Schweinemagen (nur der rotbraune Abschnitt der Schleimhaut 
wird verwendet) mit 10°, NaCl hergestellter Extrakt benutzt (2 kg 
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Schleimhaut, 4 Liter NaCl-Lésung,  Extraktionsdauer ungefihr 
20 Stunden). Die Benutzung von 10° ,igem NaCl anstatt Wasser 
fiir die Extraktion erfolgte, um ein gegeniiber Mikroorganismen halt bares 
Praparat zu gewinnen. Da sich indessen herausstellte, dab die benutzte 
Natriumchloridkonzentration fiir diesen Zweck nicht geniugte, wurde 
einige Tage spaiter NaCl in Substanz zugesetzt, so daB die Na Cl-Konzen- 
tration 20°, erreichte, was keine Fallung herbeifiihrte. Ein in dieser 
Weise hergestelltes Praparat ist gegen Faulnis einigermaBen haltbar. 

Von diesem Extrakt werden 2 cem in eine Reihe vorher erwarmter 
Pufferlésungen (10 cem) abgemessen. Als Pufferlésungen wurde teils 
Walpoles Acetat-Essigsiure, teils Serensens Citrat-Salzsiure benutzt. 
Ab und zu wird dem Reaktionsgemisch eine Probe, gewohnlich 0.2 cem, 
entnommen. Der Pepsingehalt der letzteren wird nach der obenerwahnten 
Methode bestimmt, ebenso der Pepsingehalt der Probe nach vollzogener 





Maximalaktivierung. 
Als Beispiel sei hier das Resultat des Versuchs bei py 3,5 an- 
gefiihrt (Abb. 1). 
Tabelle III. 





Dauer nach Beginn . : 0, der 
des Versuchs Pepsineinheiten Maximalaktivierung 


59 Sek. 6.6 6 


1 Min. 50 , 20 48 
- ~~ 25.8 61 
6 , 20, 33.2 79 
2% =(«& 37.6 SY 
42. 40 95 
7 « 42 109 
Wie aus dem Versuch ersichtlich, ver- a a DP ae 


lauft die Aktivierung zunachst schnell und =~ ai il 
dd) 


einigermaBen geradlinig:; wenn die Akti- * 

vierung beinahe vollstandig geworden_ ist * DW 5 0 OMn, 
(SO bis 90°), scheint die letzte Stufe der- ad 

selben wesentlich langsamer zu verlaufen. : 

Von einer einem monomolekularen Vorgang a 

entsprechenden Aktivierungsgeschwindigkeit >), 

scheint keine Rede zu sein. Als MaB der y? 
Aktivierungsgeschwindigkeit bei den ver- bp 

schiedenen Reaktionen haben wir deshalb 

vorgezogen, aus den Kurven die fiir 50°, oo 
Aktivierung beanspruchte Zeit zu ermitteln. Die Aktivierungsge- 
schwindigkeit ist dann dieser Zeit umgekehrt proportional. Das 
Ergebnis des ganzen Versuchs ist aus Tabelle IV und Abb. 2 er- 


sichtlich. 
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Tabelle IV. 


Temperatur 41,3°. 





Aktivierungs- log (Aktivierungs- 


Pu Zeit fiir 50° oig. Aktivierung geschwindigkeit * geschwindigkeit) 
5,5 0 
5,3 oc 0 
5,1 384 Std. ** 0,0026 — 2.6 
4,9 64. 0,016 1,8 
4,7 16, 0,062 — 1,2 
4.5 172 Min. 0.35 0.46 
4,3 43 , 1.4 O15 
41 14'), Min. 41 0,60 
39 5M, 10,9 1,04 
3,5 2 Min. 20 Sek. 25.6 1,41 
* .Aktivierungsgeschwindigkeit” = 1: Zeit fiir 50%, Aktivierung in Stunden aus- 
gedriickt. 
** Nach Verlauf von 8 Tagen nur 28,59, Aktivierung. Die fiir 50°, Aktivierung be- 


anspruchte Zeit ist extrapoliert. 


Wie aus dem Versuch hervorgeht, wird 


das Propepsin bei einer 


der K6érpertemperatur einigermaBen entsprechenden Temperatur, bei 


sane es an 






a 


5,3, 


selbst bei pu 5,1 


pu liber nicht mit meBbarer Geschwindigkeit 
aktiviert: beansprucht die Akti- 
vierung ungefahr !, Monat, und erst bei Reaktionen 
um pu 4.5 erfolgt Aktivierung einigermafen 
schnell, indem 50°, Aktivierung ungefahr 3 Stunden 
Wenn die Reaktion py 3,5 oder saurer 
wird, erfolgt die Aktivierung des Propepsins mit 
einer derart groBen Geschwindigkeit, daB die genaue 
Geschwindigkeit mit Schwierigkeit 


die 


sich nur be- 


Da uns daran gelegen war, den Ver- 
lauf der Aktivierung bei diesen stark 
sauren Reaktionen zu untersuchen, mub- 





1, ten wir derartige Untersuchungen bei 


3s 
. beansprucht. 
> radi 
3 i 
S | | 
>| ‘ | 
& UV : y 
N | | stimmen laBt. 
5 nee Cae 
— . 
BS 48 WM 4H 48 $0 
Abb. 2. 


Weise ausgefiihrten Versuchs ist aus Tabelle V 
lich: wir haben hier dasselbe Propepsinpraparat benutzt, 


niedrigerer Temperatur vornehmen. Das 
Resultat dieses in ganz entsprechender 
und Abb. 3 ersicht- 
als Puffer 


ist Citrat-Salzséure (Sorensen) angewandt. Temperatur 26,1° C. 














ierungs- 
digkeit) 


So 


nm aus- 


ing be- 


einer 
, bei 
igkeit 
Akti- 
ionen 
laben 
nden 
aurer 

mit 
naue 


be- 


Ver- 
stark 
nuB- 

bei 

Das 
nder 
icht- 
iffer | 





Aktivierung des Propepsins. 


Tabelle V. 








Aktivierungs- 





log (Aktivierungs- 








PH Zeit fiir 50 °/oig. Aktivierung geschwindigkeit geschwindigkeit) 
3.5 7 Min. 40 Sek. 7.8 0.89 
3,4 i 8.6 0,93 
3,1 3, @, 16.3 1,21 
2.9 1 30 , 40 1,60 
2,2 Lt .« 20 < 40) 1,60 
1,7 1 ms 40 1,60 
1,1 40 , 9) 1,95 
Sonderversuch bei 26,6°C. 
4.8 39 Std. 0,026 042 -—2 — 1,52 
iS 
S 0 . 
2 \ 
Ss 
S ™ 
e, \ 
s} 
= < 
: \ 
@ JL —EE ——EEEE 
s é J ¥ B, 
Abb. 3. 
Tabelle VI. 
 Aktivierungsgeschwindigkeit*™ bei 0°C, 
Zait the FO 0 : Aktivierungs log (Aktivierungs- 
Pu Zeit fiir 50 °/,ig. Aktivierung geschwindigkeit geschwindigkeit) 
1,27 21), Min. 24 1.38 
1,68 gs, , 7 0.85 
2,28 8, , 7 0.85 
2.68 12%, , 4.8 0.68 
3,18 18 Pf 3.3 0.52 
3.47 29 p 2,1 0,32 
4,07 168 " 0,36 — 0,45 
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Wie ersichtlich, ist die Aktivierungsgeschwindigkeit trotz der 
niedrigeren Temperatur derart groB, daB die Bestimmungen als ziemlich 
unzuverlissig bezeichnet werden miissen. Mit dem Versuch bei 41,3° 
verglichen, scheint es immerhin, daB die Aktivierungsgeschwindigkeit 
bei diesen stark sauren Reaktionen bei steigender Wasserstoffionen- 
konzentration etwas weniger zunimmt als bei den schwach sauren 
teaktionen. Bei Anderung des py von 5 bis 4 erhéht sich der Logarithmus 
der Aktivierungsgeschwindigkeit um 3, d.h. falls die Wasserstoff- 
ionenkonzentration auf das Zehnfache zunimmt, steigert sich die Akti- 
vierungsgeschwindigkeit auf das Tausendfache, und zwar unabhangig 
von der Temperatur (von 0 bis 54°). 


Da die Reaktion des Milchpuffergemisches um py 5 liegt, geht 
aus den vorliegenden Versuchen hervor, dai wahrend der Bestimmung 
der Pepsinaktivitat der Proben von einer Aktivierung des vorhandenen 
Propepsins keine Rede sein kann, indem eine 50°, ige Aktivierung selbst 
bei 41° 100 bis 200 Stunden beansprucht. 

Da die Bestimmung der Pepsinmengen der Proben gewohnlich 
nur wenige Minuten beansprucht, ist es einleuchtend, da wahrend 
der Bestimmung selbst keine Aktivierung von Propepsin stattfinden 
kann und daB die vorgeschlagene Methode — abgesehen von der Streit- 
frage, ob der EinfluB von Pepsinproben auf die Koagulation der Milch 
deren Pepsingehalt oder aber einem besonderen Chymosin zu verdanken 
ist —— tatsichlich einen Ausdruck fiir den Gehalt der Probe an pri- 
formiertem aktivem Pepsin gibt. 


EinfluB der Temperatur auf die Aktivierungsgeschwindigkeit des Propepsins, 
Um den EinfluB der Temperatur auf die Aktivierung des Pro- 
pepsins zu priifen, haben wir bei verschiedenen Temperaturen einen 
Versuch teils bei px 4,1, teils bei pu 4,8 vorgenommen. 
Tabelle VII. 
PH 4,1. 





Zeit fiir 50 °/pig. Aktivierungsgeschwindigkeit log (Aktivierungs- 


' Aktivierung i odiatie ims. geschwindigkeit) 
§3,5°C 41/, Min. 109 13,3 1,12 
38,9 14 - 32 4,3 0,63 
20,5 46 ” 9,8 1,3 O11 
19 1174. ,, 3,8 0,51 0,71—1 — — 0,29 
0.6 171 PTs 2.6 0,35 0,54 — 1 — 0,46 


* Extrapoliert. 
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Tabelle VIII. 


Aktivierung des Propepsins bei px 4,8 (Walpole). 





: Aktivierungsgeschwindigkeit 


Zeit fiir 50 © sig. log (Aktivierungs- 


t Aktivierung e ade eae geschwindigkeit) 
53,9°C etwa 4 Std. 100 0,25 0,6 
41.3 i « 33 0,083 1,08 
26,6 39 «Cy, 10,4 0,026 — 1,58 
19 76, 5,2 0,013 — 1,89 
11,5 148 , 2,7 0.0067 2,17 
0 224 , 1,8 — 2.35 


Den Einflu8 der Temperatur scheint bei den beiden Reaktionen derselbe 


zu sein. Qj, ist in beiden Fallen ungefahr 2. 
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Abb. 4. 


Zusammenfassung. 

1. Es wird fiir die Bestimmung von Pepsin (bzw. Chymosin) 
durch koagulierende Einwirkung des Enzyms auf das Casein der Milch 
eine einfache Methode angegeben. 

2. Diese Methode erméglicht die Bestimmung der Umwandlung 
des Propepsins in Pepsin. 

3. Bei einer Temperatur um 40° beginnt eine meBbare Aktivierung 
erst einzutreten, wenn die Reaktion starker sauer wird: 5,1. 

4. Bei einer Verzehnfachung des Cy (von Cy 10-° bis 
Cu* 10-4) laBt sich die Aktivierungsgeschwindigkeit des Propepsins 
auf das 1000fache steigern. 

5. Bei Temperatursteigerung um 10° wird die Aktivierungs- 


geschwindigkeit verdoppelt. 








Uber Hydrotropie der anorganischen Salze. 


Von 
Josef V. Tamehyna. 


(Aus dem wissenschaftlichen Laboratorium der Interpharma G. m. b. H.., 
Prag.) 


(Eingegangen am 4. Juni 1933.) 


Bereits der ersten Untersuchung, die Newberg (1) iiber Hydrotropie 
ausgefiihrt hat, verdanken wir die Erkenntnis, daB Hydrotropie eine sehr 
verbreitete Eigenschaft von organischen Salzen ist. Eine groBe Reihe 
derselben zeigt in konzentrierten Lésungen hydrotropische Eigenschaften 
gegentiber den verschiedensten Stoffen. Alkalisalze der Benzoesaéure und 
ihre Derivate, Homologe und Substitutionsprodukte, Salze der Naphthoe- 
siure und deren Derivate, Salze organischer, aromatischer und _ali- 
phatischer Sulfosiuren, Phenolate und viele andere Alkalisalze ver- 
schiedenster organischer Saéuren wirken hydrotropisch in ihren Lésungen. 
Man konnte daher vielleicht allen gut léslichen Salzen organischer 
Sauren hydrotropische Eigenschaften zuschreiben, und es hat nicht 
den Anschein, da ein Zusammenhang zwischen der Konstitution der 
Verbindungen und zwischen ihren hydrotropischen Eigenschaften 
_bestande. Die Anwesenheit verschiedener Gruppen bewirkt zwar in 
gewissen Fallen die Hydrotropie, prinzipiell verindert sich aber ihr 
quantitativer Charakter so, als ob die erwihnte Konstitution grund- 
sitzlich zu ihren Auftreten nicht unerliBlich wire. 

Hydrotropische Eigenschaften sind hauptsachlich bei Salzen 
organischer Sauren festgestellt (Newberg); weniger untersucht ist das 
Verhalten anderer organischer Verbindungen und anorganischer Salze. 
Es ergibt sich von selbst, daB auch bei den anorganischen Salzen die 
Hydrotropie nur bei gut léslichen Salzen zu suchen ist. Es wurden 
daher vorerst gut lésliche Lithiumsalze untersucht, und bei einigen 
lieBen sich wirklich in konzentrierten Lésungen hydrotropische Eigen- 
schaften beobachten. Lithiumsulfat, -borat, -phosphat sind nicht 
hydrotropisch: dafiir sind Halogensalze des Lithiums zur Hydrotropie 
offenbar geneigt. Der hydrotropische Effekt steigt in der Reihe 
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Cl <— Br < J, und bei gesattigter Lésung von Lithiumjodid sind die 
hydrotropischen Eigenschaften gleich stark wie bei den Lésungen von 
Salicylaten oder anderer organischer Salze. 

Die gesittigte Lésung von Lithiumchlorid lést in der Warme 
Amylalkohol sehr schwach auf: etwas besser list sich Anilin oder 
Benzylalkohol auf. Nach Abkihlung scheiden sich die gelésten Stoffe 
aus. In der Kalte zeigt die Lésung von LiCl auch anderen Stoffen 
gegeniiber keine hydrotropische Eigenschaften. Theobromin lést sich 
nur spurenweise. Besser wird schon Amylalkohol von einer gesittigten 
Lésung von Lithiumbromid gelést und in der Warme auch Benzyl- 
alkohol. 

Von den genannten drei Halogensalzen des Lithiums wirkt Lithium- 
jodid am starksten hydrotropisch. Die gesattigte Lésung desselben 
lést Anilin schon in der Kalte, Benzylalkohol in der Hitze auf. Beispicls- 
weise lésen 5ccm gesittigter Lésung von LiJ in der Hitze spielend 
3ccem Benzylalkohol auf, welcher sich nach Erkalten wieder aus- 
scheidet. LiJ-Lésung lést auch viele andere organische Stoffe auf. So 
z. B. Theobromin. 

1.2 ¢ Theobromin lést sich glatt in 5cem LiJ-Lésung auf. Nach Ver- 
diinnung mit Wasser scheidet sich Theobromin sofort aus.  Ebenso gut 
kann man Harnsaéure oder Chininbase auflésen. Namentlich die Auflésung 
von Harnsaéure ist sehr intensiv und bedeutend starker als z. B. bei kon- 
zentrierten Lésungen von Alkalibenzoaten oder Alkalisalicylaten. Amido- 
azotoluol, Nitrobenzol und Nitrotoluol lésen sich sehr schwach in der 
LiJ-Lésung auf, auch eine geringe Auflésung von Cholesterin ist) zu 
konstatieren. 

Auch unlésliche anorganische Stoffe sind ahnlich wie inden Lésungen 
von organischen Salzen in gesattigter LiJ-Lésung ldéslich. 

Z.B. 5eem LiJ-Lésung lésen 10mg von frisch gefailltem MgCO, 
auf, verhindern die Fallung von etwa 12 mg MgCO, aus der Lésung. (Die 
Menge aquivalenter Lésungen zur Fallung von MgCO, darf aber nicht zu 
groB sein; am besten ist es, wenn das Gesamtvolumen nicht 0,6 bis 0.8 com 
iibersteigt.) In der Warme zeigt sich zwar eine schwache Triibung, aber 
auch diese ist schwiacher als bei einern Blindversuch mit demselben Quantum 
von Wasser. 

Andere Alkalisalze, wie Alkalichloride, -bromide, -jodide oder Sulfate, 
Borate, Carbonate, Phosphate, Thiosulfate usw. zeigen keine typisch- 
hydrotropischen Eigenschaften. Aus einer groBen Menge gepriifter Stofte 
wirkt nur noch eine stark konzentrierte Lésung von FeCl, schwach hydro- 
tropisch dem Benzylalkohol gegeniiber. In der Warme l6ést sich Benzyl- 
alkohol auf, welcher sich beim Erkalten wieder ausscheidet.  Gegeniiber 
anderen Stoffen wirkt FeCl, nicht hydrotropisch. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, daB den anorganischen Anionen 
keine stark hydrotropischen Eigenschaften zukommen. Wie es sich 
aber bei den Jodiden zeigt, haben in erster Reihe Salze mit grober 
Léslichkeit hydrotropische Eigenschaften. Natrium- und Kaliumsalze 








26 J. V. Tamchyna: 


sind nicht hydrotropisch, dafiir wirkt gut lésliches Lithiumjodid in 
diesem Sinne sehr stark. Es ist daher nétig, vor allem die anorganischen 
Anionen zu priifen, welche mit organischen Basen sehr lésliche Salze 
liefern. Die organische Base Triathanolamin zeigte sich am geeignetsten, 
da ihre Salze stark léslich sind. 


Fiir die Versuche mit dieser Base werden immer konzentrierte Lésungen 
der Salze durch bloBes Vermischen der Aquivalente der betreffenden Saure 
und des Triaithanolamins bereitet. Das benutzte Triathanolamin war 
wasserfrei und im Vakuum iiberdestilliert. Es enthielt noch 4°, von Di 
athanolamin. Fast alle Triaithanolaminsalze haben einen ahnlichen Charakter. 
Sie sind hellgelb gefiirbt, sirupéser und stark viskéser Konsistenz. Es ist 
ohne weiteres méglich, bis 80° ,ige Lésungen zu bereiten, ohne da die- 
selben auch nach starker Abkiihlung irgendwelche Neigung zur Kristalli- 
sation zeigen. Erhéhte hydrotropische Eigenschaften sind nur einigen von 
diesen Salzen eigen. Sulfat, Chlorid, Carbonat, Phosphat sind sehr schwach 
hydrotropisch. Eine 80°,ige Lésung von Triathanolaminsulfat lést z. B. in 
der Warme sehr schwach Benzylalkohol auf. AuBerdem benehmen sich die 
genannten Salze gegeniiber verschiedensten Stoffen verhaltnismaBig 
indifferent. Dafiir gehért eine konzentrierte Lésung von Triaéthanolamin- 
borat zu den hydrotropisch tiberhaupt wirksamsten Salzen. 


Eine Lésung von Triaéthanolaminborat ist schon in der Kalte mit 
Anilin oder Benzylalkohol vollstandig mischbar. In der Hitze lést sie auch 
einige unloésliche Farbstoffe, beispielsweise Biebricher Scharlach auf. Auch 
Amidoazotoluol, Nitrobenzol und Nitrotoluol lésen sich in der Hitze auf, 
das erste ziemlich stark, die anderen nur spurenweise. 

Auffallend ist die Auflésbarkeit von Harnséure. 20 ccm konzentrierter 
Lésung von Triathanolaminborat (etwa 3n) lésen bis 2,5 g Harnsaure. 
In der Kalte dauert die Auflésung bedeutend langer als in der Hitze, wo 
sie sehr rasch erfolgt. Die erzielten Lésungen, auch mit groBem Zusatz 
von Harnsaéure, sind vollstaéndig klar und besténdig. Nach Verdiinnung 
mit Wasser scheidet sich die Harnsaéure aus der Lésung nicht aus, und erst 
nach einer sehr langen Zeit (etwa 2 Monaten) ist eine sehr langsame Kristalli- 
sation der Harnsaéure aus der Lésung zu beohachten. Diese groBe Léslich- 
keitskapazitat von Triaithanolaminborat hat iiberhaupt keine Parallele 
auch bei organischen Salzen von Sauren, welche durch hydrotropische 
Fahigkeit gut bekannt sind. Die starke Auflésung von Harnsaure ist nicht 
etwa durch die sehr schwach alkalische Reaktion von Triaéthanolaminborat 
verursacht, sondern durch die stark hydrotropischen Eigenschaften dieses 
Salzes. Triathanolamin selbst lést zwar die Harnsaéure, aber unvergleichlich 
langsamer und hauptsachlich in der Hitze. Es wurde daher eine ganze 
Reihe von Salzen organischer Saéuren mit Triaéthanolamin bereitet und in 
ihren Lésungen die Fahigkeit, die Harnsaéure zu lésen, gepriift. Nirgends 
ist es aber méglich, ein so groBes Quantum der Harnsaéure wie im Borat zu 
lésen. In wasserigen Lésungen von Salzen der Benzoe-, Salicyl-, Anthranil-, 
Sulfanil-, Phenylchinolincarbonséure und bei vielen anderen betragt die 
Léslichkeit der Harnsaéure héchstens bis etwa 0,1 g auf 10cem 2 bis 4n 
Lésungen. In keinem Falle erzielt man aber, wie schon erwahnt wurde, 
eine so enorme Léslichkeit der Harnséure wie in der Triathanolaminborat- 
lésung. Sonst zeigt die erwaihnte Lésung alle typischen hydrotropischen 
Eigenschaften, so wie sie Neuberg beschrieben hat. Wird also die Fallung von 
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CaCo, oder MgCo, in der Triathanolaminboratlésung durchgefiihrt, bleibt 
das Gemisch vollstandig klar, erst nach Erwarmung triibt sich dasselbe 
dauernd, denn die Triibung lést sich nach der Abkiithlung nicht auf. Weiter 
bewirkt Triaithanolaminborat die Gelatinierung der Gelatine und klirt 
einige kolloide Lésungen organischer Natur. 

Aus dem Gesagten geht hervor, dai die Hydrotropie nicht auf die 
Klasse organischer Salze (1, 2) beschrankt ist, sondern sich auch (wenn 
auch nicht in einem so ausgesprochenen Mabe) bei den Salzen anorga- 
Es ist daher mdéglich, die Hydrotropie als cine 


nischer Anionen zeigt. 
konzentrierter Salzlosungen zu bezeichnen. 


recht allgemeine Eigenschaft 
Zusammenfassung. 


1. Die Hydrotropie ist nicht auf Salze organischer Anionen be- 
schrinkt. Als Beweis dient die hohe hydrotrope Fahigkeit von stark 
konzentrierten Lithiumjodidlésungen. Allerdings mu betont werden, 
daB geradeso wie die Hydrotropie bei Salzen mit organischen Anionen 
sehr verbreitet ist, diese Eigenschaft bei Salzen mit anorganischen 
Anionen zu den Seltenheiten gehért. Von der groben Zahl gepriifter 
Salze konnte ich nur bei einem verschwindenden Bruchteil aus- 
gesprochene Neigung zur Hydrotropie konstatieren. Selbstverstandlich 
wurden als MaBstab der Hydrotropie bei Salzen mit anorganischem 
Anion ahnliche zur Autl6sung gelangende Stoffe gewahlt, wie diese bei 
den bisher beschriebenen Versuchen mit Salzen mit organischem Anion 
verwendet wurden. 

2. Auch Salze gemischten Charakters (organisches Kation mit 
anorganischen Anionen) kénnen hydrotrop sein. Z. B. Triathanol- 
aminboratlésung zeichnet sich durch einen ganz ungewohnlich hohen 
Grad der Hydrotropie aus. 

3. Es wird ein interessanter Fall der hydrotropischen Léoslichkeit 
von Harnsdure in Tridthanolaminboratlésung naher beschrieben. 
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Studien zum Problem des Magenschleimes. 


I. Mitteilung: 
Zur Bestimmung des Magenschleimes. 


Von 
Friedrich Baltzer. 
(Aus der Medizinischen Klinik und Poliklinik der Universitat Greifswald.) 


(Eingegangen am 6. Juni 1933.) 


Der Begriff des Magenschleimes ist ein absolut unbestimmter, da 
man weder seine Zusammensetzung (Mucine / Polypeptide ? 
alkalisch ? —- Verbindung oder Gemisch? —), noch seine Aufgabe 
(Aziditatsregulation / Schutz der Magenwand ? Gleitmittel / 
... /) oder auch nur seine Wirkung genau kennt (Saureneutralisation ? — 
Saurebindung ? —— Herabsetzung der Dissoziation der Salzsdure als 
kolloidales Lésungsmittel ? —). 

Auf Wunsch von Prof. Dr. Katsch wurde daher vorliegende Arbeit 
von mir in Angriff genommen. 

Schon die Definition des Begriffes Schleim macht die gréBten 
Schwierigkeiten, die bei tieferem Eindringen in den Fragenkomplex 
auBerordentlich wachsen. Bei dem Versuch einer solchen Definition 
stellen wir folgendes fest: 

Aus den verschiedenen Versuchen zur Schleimbestimmung (Tropfen- 

zahlung, Abfischen mit Sieb oder Schlinge, Abfiltrieren, Abzentrifugieren, 
, Elektrophorese) geht hervor, daB die fadenziehenden, glasigen bzw. galler- 
tigen Bestandteile des Magensekretes als Schleim bezeichnet werden. Man 
hatte dabei die Konsistenz im Auge, also eine physikalische Figenschaft. 
Spater trat die Frage der Saurebindung auf. und man schob dem Schleim 
als einer unbekannten GréBe diese Aufgabe zu. Damit begann man seine 
chemischen Eigenschaften in die Debatte zu ziehen. 

Will man den Schleim quantitativ bestimmen, so ist es klar, da® seine 
physikalischen FEigenschaften mit physikalischen Mitteln und MaBen, 
seine chemischen Eigenschaften mit chemischen Methoden und MaBen 
gemessen werden miissen. Die Annahme, daB zwischen beiden Eigen- 
schaften eine Parallelitét besteht, bleibt vorlaufig eine Hypothese. 


Zuerst einiges iiber die Viskositat des Magenschleimes und dessen 
Bestimmung. Ich beobachtete, daB der Schleim unbeschadet seiner 
unbekannten Zusammensetzung seine Viskositit mit der Aziditit 
aindert. Sie ist im alkalischen Gebiet bedeutend héher als im sauren 
Medium. Schleimkliimpchen lésen sich im alkalischen Medium zu 
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einem zihen FluB vollig auf. Leicht triibe Safte werden klarer und 
zahfliissiger, letzteres auch bei klaren sauren Saften ohne sichtbaren 
Schleim. 

Derselbe Magensaft besitzt bei verschiedenen Aziditaten verschiedent 
Viskositdten. 

Damit reiht sich der Schleim in die Klasse der Kolloide ein, deren 
Quellung bzw. Entquellung durch <Aziditaét und Salzgehalt wesentlich 
beeinfluBt werden. Ob der Salzgehalt auf den Magensaft gleichartig 
wirkt, wurde bisher nicht untersucht. Auf jeden Fall tritt dieser Einflub 
gegeniiber der Beeinflussung durch die Aziditat véllig in den Hintergrund. 

Hieraus ergibt sich, daB aus der Viskositét nicht auf die Menge 
des Schleimes geschlossen werden kann und ferner der Schleim unter 
die Kolloide gerechnet werden mub. 

Andere physikalische Messungen wie spezifisches Gewicht, Brechung. 
Goldzahl usw. unterliegen ahnlichen Fehlern, da sie zum Teil von der 
Teilchenzah! ausgehen, die sich mit der Aziditaét andert (Kolloide quellen 
und entquellen nicht nur, sondern es ballen sich auch mehrere kleinere 
Teilchen zu einzelnen gréBeren Teilchen zusammen) oder aber durch den 
Salzgehalt des Magensaftes zu sehr beeinfluBt werden. Dab eine Schleim 
bestimmung durch Abfischen, Abfiltrieren oder Abzentrifugieren jeglicher 
wissenschaftlicher Unterlagen entbehrt, bedarf keiner FErwahnung, da der 
Ubergang von dem durch eben erwahnte Mittel nicht abtrennbaren, glas- 
klaren, fliissigen Schleim zu den triiben abtrennbaren Koagula absolut 
flieBend und von den oben erwahnten Aziditatsschwankungen abhanyig ist. 

Als andere Méglichkeit kommt die Bestimmung durch chemische 
Methoden in Betracht. Bei jeder quantitativen Analyse muB eine 
qualitative Analyse vorausgegangen sein. Bisher ist diese nicht erfolgt. 
Man hat nur festgestellt, daB ein Teil des Schleimes in die Klasse der 
Mucine gehért, und daB es im Magenschleim bestimmt zwei Mucine 
(Deckepithelschleim und sezernierter Schleim /) gibt. Ob diese allein 
den Schleim ausmachen, dariiber ist nichts bekannt und es scheint 
mir nach den folgenden Beobachtungen nicht wahrscheinlich. 

Hinzu kommt, daB eine quantitative Mucinbestimmung§ nicht 
existiert, denn Mucine werden durch spezifische EiweiBfallungsmittel, 
wie die Schwermetallsalze und schwachen Sauren nicht gefallt. Essig- 
siure fallt zwar, aber nur relativ konzentrierte und reine Mucinl6sungen, 
und auch hier nicht quantitativ. 

Man miiBte also schon einzelne Atome oder Atomgruppen der Mucin- 
molekel bestimmen. Das Mucin besitzt auBer der nach Aufspaltung frei 
werdenden Kohlenhydratkomponente keine Gruppe, die nicht auch andere 
im Magensaft enthaltende Bestandteile aufweisen, die sicher nicht zum 
Schleim zu rechnen sind. 

Praktisch scheitert so eine quantitative Mucinbestimmung und 
eine eventuelle damit angestrebte Schleimbestimmung, wobei wir die 
Frage ,,Mucin-Schleim ?** noch ganz auBer acht lassen. 
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Bei dem Versuch einer Schleimbestimmung gibt es nur einen 
Ausweg. Man bedenke, daB sich der Schleim wie ein Kolloid verhalt. 
DaBb auch gegen eine Definition .,Schleim-Kolloide des Magensaftes** 
nichts einzuwenden ware. Diese Definition wird den physikalischea 
Kigenschaften des Schleimes absolut gerecht und sagt iiber die chemische 
Konstitution nichts aus. Wir kénnen also sagen: Schleimbestimmung 

Kolloidbestimmung.  Schleim Kolloid ist also eine Annahme, 
die gemacht wird, um iiberhaupt zu einer Schleimbestimmungs- 
methode zu gelangen. 

Als Kolloidbestimmungsmethoden kommen in Betracht: Die 
elektrischen Methoden, Ultrafiltration mit eiweiBdichten Filtern und 
chemische Kolloidfallung. 

Die Elektrophorese erweist sich bei dem Magensaft als ungiinstig. 
Die Wanderungsgeschwindigkeit der Kolloide ist sehr langsam. die Hand- 
habung umstandlich und die Ausfallung in bezug auf die Vollstandigkeit 
sehr unsicher. SchlieBlich fehlt es an Bestimmungsmethoden des aus- 
gefallten Schleimes (gravimetrisch 7). 

Die Ultrafiltration allein liefert anfechtbare Resultate, denn die 
gerade an sich wohl als groB anzunehmende Mucinmolekel erweist sich 
als deformierbar bei der Passage der Ultrafilter. AuBerdem sind die 
Erscheinungen bei der Passage von Membranen teils ungeklirt, teils 
sehr diffiziler Art. Vor allem macht es den Anschein, als ob zeitweise 
groBbe Kristalloide zuriickgehalten werden, wo bereits Kolloide im 
Filtrat nachgewiesen werden kénnen. 

Ahnlich liegen die Verhaltnisse bei der chemischen Kolloidfallung. 
Die Fiallung erfolgte nach Rona-Michaelis mit Eisenhydroxydsol. 
Auch hier miissen wir die Feststellung machen, daB der Kolloidgehalt 
mit zunehmender Alkalitat zu steigen scheint (gemessen an dem N-Gehalt 
des Filtrats). Die erfolgte Quellung bzw. Zusammenballung laBt manche 
Kolloide mit erfassen, die im sauren Gebiet nicht mitgefallt werden. 

Wir haben diese Feststellung dadurch machen kénnen, daB wir 
den Stickstoffgehalt in seiner Verteilung auf ausgefallte und abfiltrierte 
Kolloide und deren Filtrat verfolgt haben, z. B. von unfiltriertem Saft: 

Gesamt-N = Aminostickstotf NH, + Ammoniak. 
Dasselbe von dem mit Eisenhydroxydsol gefallten Saft und ferner von 
demselben aber ultrafiltrierten Saft. 

Dieser Weg ist méglich, da sicher der gréBte Teil der Kolloide 
stickstoffhaltig ist. Ob alle Kolloide Stickstoff enthalten, ist unbekannt. 
Sicher ergibt sich aus unseren Versuchen nur, daB der Stickstoff in den 
verschiedenen Kolloiden nicht in demselben Prozentsatz enthalten ist. 
Will man zu genauen Bestimmungen der Stickstoffverteilung kommen 
so muB man schon im Filtrat die einzelnen stickstoffhaltigen Kompo- 
nenten bestimmen. Dies sind in erster Linie: Ammoniak, Harnstoff (sehr 
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gering) und Aminokorper. {|Aminokérper sind Stoffe, die in ihrer Molekel 
eine —NH,-Gruppe (Aminostickstoff) enthalten, z. B. Aminosauren. | 

Andere Bestandteile spielen praktisch keine Rolle, und liegen meist 
innerhalb der Fehlergrenzen. Ich verweise hier auf die Bestimmungen 
iiber Rest-N im Magensaft von Steinitz (1). dessen Resultate ich in bezug 
auf NH,. Harnstoff, Harnsiure und Aminostickstoff bestatigt fand. 

Werden nun N-Bestimmungen im Filtrat direkt und indirekt 
gemacht, d. h. N-Bestimmungen teils nach Eisensolfallungen und teils 
nach Ultrafiltration einerseits (direkt), andererseits durch Addition 
von Ammoniak und Harnstoff (indirekt), so erhalt man bei der Addition 
zu geringe Werte. Dies erklart sich aus dem nicht addierten Amino- 
stickstoff. Ich muBte die Feststellung machen, daB diese Differenz- 
werte sich meistens innerhalb der Werte des Aminostickstoffs befanden. 

Wahrend Ammoniak- und Harnstoffgehalt durch Eisenhydroxydsol- 
fillung und Ultrafiltration kaum_ beeinfluBt werden (was den Er- 
wartungen entspricht), wirken sich dagegen beide Operationen auf den 
Gehalt an Aminostickstoff aus, und zwar beide gleichartig, aber ver- 
schiedenwertig. Die Filtrat-N-Werte lagen bei der Ultrafiltration 
meist etwas tiefer wie bei der Eisenhydroxydsolfallung (im Ultrafiltrat 
war weniger Aminostickstoff enthalten, wie im Fallungsfiltrat. NH, 

Ammoniak war gleich). Die Ergebnisse beider Operationen wurden 
durch Aziditétsveranderungen des Saftes ebenfalls gleichsinnig aber 
nicht gleichwertig verindert. Es gelang mir bei vielen Saften, die ich 
mit wenigen Tropfen gesattigter Kaliumcarbonatlésung gegen Phenol- 
phthalein ,,neutralisiert*’ hatte, durch Ultrafiltration den N-Gehalt 
des Filtrats auf die Summe von Harnstoff plus Ammoniak zu driicken. 
Ein so ,,neutralisierter” Saft gab auch bei Eisenhydroxydsolfallung 
geringere Werte als derselbe noch saure Saft vorher. Immerhin blieben 
aber dicse Filtrat-N-Werte bedeutend iiber der Summe der beiden 
Komponenten liegen. Bei der Verschiedenheit der Methoden ist dies 
nicht weiter erstaunlich. Bei der Ultrafiltration entsehcidet die Teilchen- 
groBe, bei der Eisenhydroxydsolfaillung bestimmte chemisch-physika- 
lische Eigenschaften des Kolloids. 

Somit erhebt sich die Frage: Gehért der Traiger des Aminostick- 
stoffs noch zu den Kolloiden (Schleim) oder nicht. 

Aus den Versuchen mit der Ultrafiltration scheint mir hervorzugehen, 
daB nur ein geringer Bruchteil des Aminostickstoffs zu den Kristalloiden 
gehért. Das Ultrafilter laBt einfache Aminosaéuren vollig hindurch. Da 
hier Aminostickstoff unter bestimmten Bedingungen zuriickbleibt 
(nach Neutralisation), so muB es sich hier um hoher molekulare Korper 
(Polypeptide ’) handeln, die allerdings nicht so hoch molekular zu sein 
brauchen, daB sie von der Eisenhydroxydsolfillung erfaBbt werden, die 
offensichtlich im Ergebnis gréber ist. 
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Siuern wir einen solchen neutralisierten Magensaft an und wieder- 
holen die beiden Operationen, so ergibt sich wieder ein Ansteigen der 
Filtrat-N-Werte durch Vermehrung des Aminostickstoffs. Der Eisen- 
hydroxydsolfiltrat-N steigt gering, der Ultrafiltrat-N starker. Richtig 
ist, daB bei sauren Siften beide Filtrat-N-Werte fast vollig tiberein- 
stimmen. Diesem Wert entsprach ungefahr auch die Summe aus N Hg, 
Harnstoff und Aminostickstoff. Die Summe blieb um ein geringes 
zuriick, was ich auf die Anwesenheit von —NH-Gruppen zuriickfiihre, 
die die Reaktion des Aminostickstoffs nicht geben; in der Bestimmung 
nach Folin reagieren mit #$-naphthochinonsulfosaurem Natrium nur 
die freien endstandigen —NH,(Amino-)Gruppen, aber nicht die in 
einer Kette stehenden --NH—(Imino-)Gruppen. Z. B. bei dem Di- 
peptid Glyevlglykokoll. 

NH,—CH,—CO—N H—CH,— COOH. 

Die Kolloid-N-Werte schwanken somit um den Betrag des Amino- 
stickstoffs. Sie erreichen ihr Maximum bei der Fallung der sauren 
Safte mit Eisenhydroxydsol, und ihr Minimum entspricht etwa der 
Summe aus Harnstoff und Ammoniak (erreicht durch Ultrafiltration 
des neutralen Saftes). Es fiel hierbei auf, daB ein SOO-Minuten- Filter 
dasselbe Resultat lieferte wie z. B. ein 235-Minuten- Filter. 

Wichtig ist hierbei die Feststellung, daB diejenigen Substanzen, 
die relativ reich an — NH,-Gruppen sind und damit die Trager des 
Saurebindungsvermégens sind, nicht zu dem eigentlichen Schleim ge- 
héren (Schleim — diejenigen Kolloide, die immer unabhaingig von 
Aziditét durch Fallung oder Ultrafiltration abgetrennt werden) und 
auf die Viskositét wohl nur geringen EinfluB8 besitzen. Man kénnte 
sie in diesem Zusammenhang als ,,Grenzkolloide** bezeichnen, da sie 
je nach der Aziditat einmal als Kolloide mit erfaBt werden, ein anderes 
Mal mit den Kristalloiden im Filtrat sind. Sie nahern sich in ihrer 
GréBenordnung also sehr der Grenze zwischen Kolloid und Kristalloid. 

Der Gehalt des eigentlichen Schleimes an Amino-N ist gleich Null 
und damit auch sein Séiurebindungsvermégen, was den Arbeiten von 
Bonis (2) entspricht. Sucht man einen Zusammenhang zwischen 
Stickstoffgehalt und Viskositat oder Schleimgehalt, so ist dieser Tat- 
sache besonders Rechnung zu tragen. 

Wird eine solche Parallelitét gesucht, so kommt als Stickstoff- 
wert nur die Differenz zwischen Gesamt-N und Filtrat-N in Betracht 
(nach Eisenhydroxydsolfallung in saurer Lésung). Die Schwierigkeit, 
eine Parallelitat zu finden, besteht in der Tatsache, daB es an Kolloid- 
bestimmungen fehlt, die keine Voraussetzungen in bezug auf die 
chemische Konstitution machen. Der einzige Anhalt besteht in der 
Tatsache, daB die Mucine einen konstanten N-Gehalt besitzen (3) und 
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wir nach Abtrennung des Aminokoérpers vielleicht im = wesentlichen 
sagen kénnen: Schleim = Kolloide = Mucin. Diese Fragen — sind 
Gegenstand eingehender Untersuchungen in der hiesigen Klinik. 

Es sei jedoch an dieser Stelle darauf hingewiesen, daB der Schleim 
als kolloidales Lésungsmittel die Dissoziation der freien Salzsiure 
vielleicht herabsetzt. Die Annahme, die Salzsiure des Magensaftes sei 
vollig dissoziiert, wie in einer entsprechenden Aqua dest.-Lésung, ist 
nicht erwiesen und bedarf noch genauerer Nachpriifungen. Diese 
Fragen kénnen nur durch genaue px-Bestimmungen, Gesamtchlor- 
und Kationenbestimmungen gelést werden. 


Beispiele. 
Saure NSafte. 
1. Gesamt-N des Originalmagensaftes . . . 47.6 mg- 
Filtrat-N des Originalmagensaftes, gefallt 
mit Eisenhydroxydsol. . . . . —e * 
Ultrafiltrat-N des Grininntnagensedtes o 


geringe 
Differenz 


— 


zx 


to 


Gesamt-N des Originalmagensaftes . . . 42,8 


Filtrat-N des Originalmagensattes, gefallt 18,: relativ geringe 


> Ne 


Ultrafiltrat-N des Originalmagensaftes . . 14,6 ) Differenz 
3. Gesamt- N des Originalmagensaftes . . . 44,6 

Filtrat-N des Originalmagensaftes, gefallt 14,1 } geringe 

Ultrafiltrat-N des Originalmagensaftes . . 13.2 | Differenz 


NH, + Harnstoff. . .. . . 5,2 mg-% 
Amino-N des Originalmagen- 
es & & wwe 2 oe ee ee - /! oe 


veringe 


Differenz 


Neutralisierte Safte. 
4. Gesamt-N des Originalmagensaftes . . . 40,0 mg-", 
Filtrat-N des Originalmagensaftes, gefallt 17.2...) grobe Differenz 
Ultrafiltrat-N des Originalmagensaftes . . 7.9 |) fast gleiche 
je | Werte 
5. Gesamt-N des Originalmagensaftes . . 42.8 
Filtrat-N des Originalmagensaftes, gef fallt 14.5 
Ultrafiltrat-N des Originalmagensaftes . . 6,4 »  \geringe Differenz 
NH, + Harnstoff. .... oe" \J 114 a 
> l ay. 
Amino- N des Originalmage ienilinn a | | ns 


6a. Gesamt-N des Originalmagensaftes (sauer) 36,4 


Filtrat-N des Originalmagensaftes, gefallt 22.4 ) geringe 
Ultrafiltrat-N des Originalmagensaftes . . 20,0... | Differenz 


. Gesamt-N des Originalmagensaftes (neutr.) 40,0 —,, 
Filtrat-N des Originalmagensaftes, gefallt 24.4... groBe Ditferenz 
Ultrafiltrat-N des Originalmagensaftes . . 14.2 
NH, + Harnstoff des Originalmagen- ; 
ae ly os" 
Amino-N des Originalmagen- | Ditferenz 
saftes . aoe a 14,6 ‘ 


oa 
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In diesem Falle gelang es mir mit der Ultrafiltration des neutralisierte: 
Saftes nur auf die Summe von Harnstoff — Ammoniak + Amino-N der 
N-Gehalt zu driicken. 

Zum Versuch gelangte derselbe Magensaft; bei 6a. sauer., so wie den 
Magen entnommen, bei 6b. neutralisiert mit K,CO,. 

Der héhere N-Gehalt des neutralisierten Saftes diirfte auf die erfolgt« 
Homogenisierung zuriickzufiihren sein. 


Methodik. 


Die Stickstoffbestimmungen wurden teils nach Ajyeldahl, teils nach 
Folin-Wu in der Moditikation von Lublin! ausgefiihrt. Die Werte beide: 
Methoden stimmten tberein. 

Die Bestimmung des Aminostickstoffs erfolgte nach Folin. Die Bestim 
mung des Ammoniaks und des Harnstoffs erfolgte nach Folin und Ellinghaus 2. 

Die Fallung mit Eisenhydroxyvdsol erwies sich in folgender Austiihrung 
als am giinstigsten. In einem 50-cem-MeBkelben werden 10 cem Magensatt 
mit 25 cem Wasser und 10 cem Eisenhydroxydsol versetzt und umgeschiittelt. 
darauf 4ccem gesattigter Kaliumsulfatlésung hinzugefiigt und auf 50 ccm 
aufgefiillt mit Wasser, umgeschiittelt, absitzen gelassen und durch ein 
Faltenfilter filtriert. Vom Filtrat wurden 5 bzw. 10 cem zur Aufarbeitung 
gebracht. 

Die Ultrafiltration erfolgte in einem Hochdruckultrafiltrationsapparat ® 
mit Riihrwerk bei 45 Atii. und Verwendung von eiweiBdichten Filtern 
nach Zsigmond y-Bachmann. Es wurden 200- bis 800-Minuten-Filter benutzt 
ohne wesentliche Beeinflussung der Resultate. 
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Die Eiweibspaltung bei der Denaturierung. 


Von 
M. A. Lissitzin und N.S. Alexandrowskaja. 


(Aus dem Laboratorium fiir EiweiBforschung an der Lenin-Akademie fiir 
landwirtschaftliche Wissenschaft, Moskau.) 


(Eingegangen am 7. Juni 1933.) 


Je nach der Methode der EiweiBgewinnung kann man zuweilen 
aus ein und demselben eiweibhaltigen Objekt EiweiBpriparate in einem 
Falle mit den Eigenschaften des Globulins und in einem anderen Falle 
mit denen des Caseins erhalten. Hieraus erklaéren sich die Differenzen 
bei der Einordnung eines EiweiBes in eine bestimmte Gruppe innerhalb 
der Klassifikation. So gehért z. B. das Legumin bei einigen Autoren 
zur Gruppe der pflanzlichen Caseine, da es aus dem ausgepreBten Saft 
der Hiilsenfriichte durch Sauren oder Lab gefallt wird. Jetzt ordnet 
man Legumin haufig nach Osborn unter die Globuline ein, da es durch 
eine Kochsalzlésung gewonnen wird. 

Die scheinbaren Widerspriiche werden beseitigt, wenn man das 
Legumin-Globulin als natives Eiwei8 und das Legumin-Casein als 
denaturiertes Produkt betrachtet. 

Was bei der Denaturierung des EiweiBes und sogar spiter bei der 
Bildung der Azidalbumine vorgeht, ist unbekannt. 

..Von einigen Autoren ist die Méglichkeit erwogen worden, dal} Azid- 
albumin nur einem Teil des FiweiBes entsprache, waihrend bei seiner Bildung 
Albumosen abgespalten wiirden. Dann wire auch die Koagulation eine 
Spaltung der EiweiBe. Mehr angenommen ist jedoch eine andere An- 
schauung, namlich, daB das gesamte Eiwei®B restlos in Azidalbumin iibergeht 
und das Azidalbumin offenbar das erste Umwandlungsprodukt des ge- 
samten EiweiBes ist. Bekannter ist der Mechanismus des Eiweifzerfalles 
bei der Einwirkung von Alkali, und zwar, daB hierbei eine Desaminierung 
des EiweiBes erfolgt. Aber auch hier geht dem tieferen Zerfall, der Des- 
aminierung, eine Denaturierung des EiweiBes voran, die nicht naher unter- 
sucht ist (1).* 

Wir haben uns die Aufgabe gestellt, die Abké6mmlinge von Eiweib- 
kérpern herzustellen, die bei der Denaturierung des EiweiBes (Saure- 
koagulation der alkalischen EiweiBlésung) gebildet werden, und auf 

3* 
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Grund ihrer Erforschung den Versuch zu unternehmen, festzustellen, it 
welcher Beziehung sie zu dem genuinen EiweiB stehen. 

Denaturierte EiweiBe erhielten wir in einigen Versuchen aus pflanz 
lichen Globulinen Phaseolin, Legumin, Glycinin , in anderer 
Versuchen aus gemeinem Eiweif aus dem Samen_ entsprechende: 
Pflanzen (Erbsen, Bohnen, Soja), wobei wir das gesamte EiweiB durcl 
eine verdiinnte Atznatronlésung erhielten. 

Ahnlich wie nach Hammarsten das Casein gewonnen wird, reinigten 
wir die zuerst erhaltenen Koagulate durch mehrfaches Saureausfiillen 
aus der alkalischen Lésung. Diese Methode ist von S. Peroff (2) be 
schrieben worden. 

Die so erhaltenen Praparate untersuchten wir auf ihren Gehalt 
an Stickstoff, Arginin, Histidin, Tyrosin und Tryptophan, wobei sich 
herausstellte, daB bei dieser Methode der Denaturierung des Eiweibes 
ein Zerfall des EiweiBes erfolgt, und zwar die Abspaltung eines gewissen 
argininhaltigen EiweiBteiles. Dadurch erhéht sich der Prozentgehalt 
anderer Aminosiuren. Der Gehalt des Gesamtstickstoffs fallt auf 
15,6 bis 16%. 

Die erste einfachere Erklirung des verringerten Arginingehaltes 
ist die Annahme, daB sich das Arginin bei der Einwirkung von Alkali 
zersetzt. In den Filtraten des Koagulates konnte es jedoch leicht 
entdeckt werden, wogegen eine bemerkbare Ammoniakbildung nicht 
beobachtet wurde. Die weitere Bearbeitung solch eines EiweiBpraparates 
mit der gleichen Methode (mehrfacher Fallung) vermindert weder den 
Stickstoff- noch den Arginingehalt, woraus wir schlieBen, daB das 
abgespaltene Arginin irgendwie anders am Eiwei8 gebunden war als 
das im Endpraparat erhalten gebliebene. Geht man von der polypeptiden 
Struktur des EiweiBes aus, so kann man bemerken, daB die physikalische 
Natur der Bindungen verschieden sein kann: wahre Peptidbindungen 

‘unter Austritt von Wasser oder heteropolare Bindungen durch Bildung 
eines Ionenpaares, NH ;...COO-. Diese Méglichkeit halt auch 
Astbury (3) auf Grund réntgenographischer Untersuchungen fiir wahr- 
scheinlich. Man muB die innermolekulare heteropolare Bindung in 
einer Polypeptidkette oder eine solche zwischen zwei verschiedenen 
Polypeptidketten unterscheiden. Wenn das letztere bei EiweiBen der 
Fall ware, so miiBte bei unserer Bearbeitung eine Stérung eintreten. 
und die so gebundenen Teile miuBten zerfallen (Filtrat und Koagulat). 
wenn die Léslichkeit baw. die isoelektrischen Punkte der Komponenten 
verschieden sind. Wir vermuten, daB wir diesen Erscheinungen auch 
bei der Gewinnung der hier beschriebenen denaturierten Eiweibe 
begegnen, die wir in Analogie zu den Protaminen .,Protazide*’ ode1 
Protoséiuren haitten nennen kénnen. Wir beriihren vorlaufig nicht das 
Problem der Verainderung in der inneren Struktur des Eiweibes, dic 
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im vorliegenden Falle, z. B. Auflésung der anhydriden Formen, vor 
sich gehen kann. 


Aus zerkleinerten, entfetteten Samen von Bohnen, Soja und Erbsen 
wurden wie gewoéhnlich die entsprechenden Globuline gewonnen (1). Einige 
analytische Daten bringen wir in der folgenden Tabelle. Aus neuen Meht- 
portionen wurde durch Anwendung einer n/25 Atznatronlésung das Gesamt- 
eiweis ausgezogen und mit Essigsaure ausgefallt (11). Die weitere Arbeit 
wurde fiir Praparate beider Arten (1 und I1) wie folgt durchgetiihrt : 

Das mit Alkohol angefeuchtete Eiwei®praparat wird in einer schwach 
alkalischen Lésung aufgelést (ungefahr 90 ccm Wasser und lO cem n/1l0 
NaOH auf | g EiweiB). Die hierbei entstandenen Kliimpchen werden in 
der Reibschale verrieben, dann geht das EiweifS beim Mischen leichter in 
Léosung. Die Lésung wird durch ein Faltenfilter filtriert, bei Verlangsamung 
der Filtrierung wird das Filter gewechselt. Unter Vernachlassigung der 
quantitativen Ausbeute nahmen wir eine Portion der Lésung, die nach 
1!/, bis 2 Stunden das Filter passiert hatte, und séiuerten dieses Filtrat mit 
einer 1°.ig. Essigsiure, indem wir die Reaktion der Losung bis aut py 4,5 
bis 4.7 brachten. Nach Spiilung des ausgefallenen Koagulates mit Wasser 
wiederholten wir die Auflésung in Alkali und die Ausfallung durch Saure. 
Die mehrfache Fallung des denaturierten EiweiBes aus dem Globulin wird 
sechs- bis siebenmal wiederholt. die Ausfallung des gesamten Eiweibes 
wird mehrfach wiederholt, da seine Alkalildsungen lange gelblich gefarbt 
bleiben. Die mehrfach gefallten EiweiBpraparate werden sorgfiltig mit 
Wasser von der Essigsiiture und dem essigsauren Natrium abgespiilt, dann 
wird das Wasser vollig mit Alkohol, zum Schlufs mit absolutem Alkohol 
entfernt (die ersten Portionen des wasserigen Alkohols bringen in das Filtrat 
etwas Substanz). Dann wird das Praparat mehrmals mit Ather behandelt, 
abfiltriert und im Vakuumexsikkator getrocknet. Das trockene, schnee- 
weibe Pulver wird durch ein Seidensieb geschiittet. 

Die so erhaltenen EiweiBpraparate sind in Wasser nur léslich bei 
Gegenwart von Basen, Sauren oder Salzen (Na, K), die hydrolytisch unter 
Bildung von OH-lonen zerfallen. Es tiberwiegt die saure Reaktion. Auf 
Ig EiweiB sind gleichmaBig fiir alle Praparate etwa 8,2 cem n/l0 NaOH 
zur Neutralisierung mit Phenolphthalein als Indikator nétig, was den von 
Peroff (2) angegebenen Daten entspricht. Alle EiweiBreaktionen, darunter 
auch die mit Ninhydrin, sind positiv. Die Schwefelbleireaktion ist sel 
schwach oder fehlt sogar. Die Drehung eines aus Phaseolin gewonnenen 


Praparats [2]}} 53.5°, ebenso aus Legumin 51° und bei denatu- 
riertem Glycinin 50,5°. Die Drehung wurde in wie folgt angefertigten 


Lésungen bestimmt. 1/,) g trockenen EiweiBes wird in einem 10-ccm-Mel- 
kolben mit einigen Tropfen 96°, ig. Alkohols angefeuchtet, dann werden 
6 bis 7cem Wasser hinzugegeben und darauf 0.82 cem n/10 NaOH hinzu- 
gefiigt. Beim Schiitteln, zuweilen beim leichten Erwarmen, geht das Kiweils 
in eine durchsichtige Lésung tiber. Zu der auf Zimmertemperatur ab- 
gekiihlten Léosung wird Wasser bis zum Strich hinzugefiigt. Eine konzen- 
triertere Lésung (bereits 5°.) wird nicht immer durchsichtig erhalten 
werden kénnen. Die Prozentzahl entspricht den Raumprozenten. die 
Drehungsgr6Ben sind so nicht ganz genau berechnet. 


Fir die Charakteristik der chemischen Zusammensetzung unserer 
Priparate wurden Bestimmungen des Gesamtstickstoffs, des Arginins, 
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des Histidins, des Tyrosins und des Tryptophans durchgefiihrt. Die 
erhaltenen Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle angefiihrt. Die 


entsprechenden Daten wurden in den Ausgangsglobulinen und zum 
Vergleich im Casein nach Hammarsten bestimmt. 





In 100g sind enthalten 


Trypto- 


Eiweifisubstanz . , 
ores Arginin (4) Histidin (5) Tyrosin (6) phan (7) 
ig ee 17,6 11,1 1,8 4,0 1,2 
S. Phaseolm . . 2 ws ws 16,1 5,1 2,8 3,2 1,3 
DN, x deere 17,5 9,2 3,5 4,1 Be 
Denaturierte Eiweife erhalten 
aus: 
4. Legumin 15,7 4.5 _- 4.6 1,8 
5. Phaseolin 15,6 4,2 _ 4,2 1.6 
6. Glyeinin 15,8 4,5 — 4,7 1, 
7. Erbseneiweib 16,0 4,7 8,05 4,2 1,6 
8. Bohneneiweib 15,7 4.6 _- 4,0 13 
9. Sojaeiweib Se hak bed ik 16,1 4,7 3,4 4.5 2.13 
10. Praparat 4 nach vierfach 
wiederholter Fallung. . . 15,6 keine Abweichung gegeniiber Praparat 4 
11. Praparat 6 nach vierfach 
wiederholter Fallung. . . 15,6 - ” ” ” 6 
12. Casein nach Hammarsten 5,8 4,0 3.8 4,7 2.0 


Aus dieser Tabelle ersieht man, daB wahrend der mehrfachen 
Fallungen des urspriinglich genuinen EiweiBes dieses in seiner chemischen 
Zusammensetzung verindert worden ist. und zwar 

1. hat sich der Stickstoffgehalt von 17,5 bis 17.6% auf 
15,7 bis 16,1°%, gesenkt (Legumin, Glycinin); 

. . ~ . -— , . 

2. der Arginingehalt sank von 11,1 auf 4,5 bis 4,7 % (Legumin) 
und von 9,2 auf 4,5 bis 4,7°% (Glycinin); 

3. bei der Abspaltung des argininhaltigen EiweiBteiles erhéhte sich 
etwas der Prozentgehalt anderer Aminosauren. 

Die Veranderungen im EiweiBbestand der Bohnen zeigen dasselbe 
Bild, wenn sie auch nicht so bedeutend sind. 

Die in dieser Tabelle angefiihrten Daten legen auch folgende 
interessante Tatsachen klar, fiir deren voélliges Verstehen weitere 
Untersuchungen notwendig sind. 

1. Die Veranderungen in der chemischen Zusammensetzung 
wihrend der Denaturierung gehen bis zu einem bestimmten, allen drei 
untersuchten EiweiBen gleichen Niveau. 


2. Die denaturierten EiweiBe stehen in ihrer chemischen Zusammen- 


setzung dem Casein nach Hammarsten sehr nahe. 
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3. Die weiteren Ausfallungen dieser denaturierten Eiweibe wirken 
nicht auf die chemische Zusammensetzung ein. 

In spateren Mitteilungen werden wir zu einer ausftihrlicheren 
Beurteilung der hier geschilderten Erscheinungen zuriickkehren. 


Literatur. 

1) Nach O. Kestner, ..Chemie der EiweiBkorper’, 1925, zum Teil 
wortlich zitiert. — 2) S.S. Peroff, Chem. Centralbl. 1929, [. 92. 3) Tagung 
der Faraday Society (Naturwiss. 1933, Mark). 4a) van Slyke-Plimmer- 
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Kossler, J. of biol. Chem. 48, 527, 1920. 6) Weiss-Zuwerkaloff. Zeitschr. 


f. physiol. Chem. 163, 185, 1927. — 7) Firth u. Dische, diese Zeitschr. 146, 
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Uber das Auftreten und den Umsatz der a-Glycerin- 
phosphorsaure bei der enzymatischen Kohlenhydratspaltung. 


Von 
0. Meyerhof und W. Kiessling!. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 
(Eingegangen am 7. Juni 1933.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


In einer kiirzlich veréffentlichten Arbeit von O. Meyerhof und 
D. Mc Eachern? ist gezeigt, daB die durch Abfangen mit Sulfit in enzym- 
haltigem Muskelextrakt anaerob angereicherte Brenztraubensaure ein 
Intermediirprodukt der Spaltung des Kohlenhydrats in Milchsaure 
darstellt. Da die Brenztraubensdureausbeute mit zunehmender Kon- 
zentration des Hexosediphosphats anwuchs, konnte das gleichzeitig 
erforderte Reduktionsprodukt nicht aus der Muskulatur selbst stammen, 
sondern mute aus einer Dismutation des primar gespaltenen Zucker- 
phosphorsaureesters entstehen. Wir identifizierten es, wie bereits kurz 
mitgeteilt®, als «-Glycerinphosphorsaure. 

Wenn aber Brenztraubensiure und  «- Glycerinphosphorsaéure 


.normale Zwischenprodukte der Kohlenhydratspaltung sein sollten, so 


erschien es naheliegend, daB zwar nicht jede fiir sich allein, aber beide 
zusammen Milchséiure im Muskelextrakt bilden kénnten. 

Noch ehe wir diese Versuche ausfiihrten, erschien eine vorlaufige 
Mitteilung von Embden, Deuticke und Kraft*, die auf Grund anderer Befunde 
zu den gleichen Schliissen kamen. Embden und Mitarbeiter isolierten 
Glycerinsiuremonophosphorsaéure (im weiteren Phosphoglycerinsaure be- 
nannt) als Spaltprodukt von Hexosediphosphat im Muskelbrei in Gegenwart 
von Fluorid und erkannten sie als einen Bestandteil des von A. Lohmann 
beschriebenen schwer hydrolysierbaren Esters 5, der unter gleichen Umstanden 


- 


Stipendiat der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft. 
Diese Zeitschr. 260, 417, 1933. 

Naturwiss. 21, 223, 1933. 

Klin. Wochenschr. 1933, S. 213. 

K. Lohmann, diese Zeitschr. 222, 324, 1930. 


oe. & 











ng. 


ur’ 


und 
vm- 

ein 
dure 
.on- 
itig 
nen, 
ker- 


CUrZ 


fige 
nde 
‘ten 

be- 
fart 
Wn 
den 








Auftreten und Umsatz der «-Glycerinphosphorsaure usw. 41 


im Muskelbrei und im Muskelextrakt auftritt. Die Phosphoglycerinsaure 
wird aber nach der Beobachtung Embdens im Muskelbrei in Brenztrauben- 
saure und Phosphorséiure gespalten nach der Gleichung 


CH,OH,PO,.CHOH.COOH = Ch,.CO.COOH + H,PO,. (1) 


Infolgedessen postulierte Embden als reduziertes Dismutationsprodukt 
a-Glycerinphosphorsaiure und nahm weiterhin an, dali zwischen Brenz 
traubensaiure und z-Glycerinphosphorsaure die Reaktion stattfainde: 

CH,.CO.CO,H + CH,OH.CHOh.CH,O. PO,H, 

CH,.CHOH.COOH ~ COH.C KOH. HAO. PO,Hs (2) 
wobei neben 1 Molekiil Milchséiure 1 Molekiil Triosephosphorsiure  ent- 
stande. Diese wiirde threrseits in Phosphoglycerinséiure und = «-Glycerin- 
phosphorséure dismutieren, bis allmahlich alles in) Milehsiiure um- 
gewandelt ist. 

Im ersten Teil beschreiben wir den Nachweis, die quantitative 
Bestimmung und die Isolierung der %-Glycerinphosphorsaure im Muskel- 
extrakt bei gleichzeitigem Abfangen der Brenztraubensiéiure. Im zweiten 
Teil wird gezeigt, daB das von Embden angegebene Reaktionsschema, 
insbesondere der Umsatz von Brenztraubensaiure mit Glycerinphosphor- 
siure zu Milchsiure und Triosephosphorsiure und die Dismutation 
dieser letzteren in Phosphoglycerinséiure und «-Glycerinphosphorsiure, 
zutreffend ist. Auch hieriiber ist schon teilweise in einem Anhang zu 
der Arbeit von O. Meyerhof und D. Mc Eachern berichtet worden. 


Methodik. 

Fiir alle Versuche diente wiasseriger Muskelextrakt (meist von Kanin- 
chen, in einzelnen Fallen vom Frosch), der nach der bisherigen Vorschrift 
hergestellt wurde. Er wurde eine bestimmte Zeit lang, meist 3 Stunden. 
bei 20° in Stickstoff bzw. Stickstoff 5°, CO, mit den nétigen Zusitzen 
inkubiert und dann verarbeitet. Die Ansatze fiir Milehsaurebestimmunyg 
wurden mit Sublimat-Salzsiure, die tibrigen mit Trichloressigsiure ent - 
eiweiBt. Milchséure, gebundenes und freies Phosphat wurden wie in den 
bisherigen Arbeiten bestimmt, Brenztraubensiure stets nach der Methode 
von Neuberg-Case, wie in der Arbeit von Meyerhof und Me Eachern be- 


schrieben. Die quantitative Bestimmung des freien und gebundenen 
Glycerins — ohne Isolierung — geschah nach Zeisel und Fanto! und Stritar® 


in der Mikroausfiihrung von Pregl®. Das durch Kochen mit konzentriertem 
HJ gebildete Isopropyljodid wird als AgJ gravimetrisch bestimmt. Bei 
Benutzung wasseriger Lésungen diente HJ-Lésung vom spez. Gew. 1.96, 
deren Menge so gewahlt wurde, daB im ganzen die Dichte 1.7 resultierte. 
Fiir feste Substanz wurde direkt H .J-Lésung vom spez. Gew. 1.7 verwanat. 
Dies geschah fiir die Bestimmung der Glycerinphosphorséiure als Barium- 
salz, das in Mengen von 10 bis 15 mg in Stanniolhiitchen eingewogen und 
in diesen in den Zersetzungskolben gefiillt wurde. Die Zersetzung war 


! Zeitschr. f. anal. Chem. 42, 549, 1903. 
2 Ebenda 42, 579, 1903. 
% Quantitative organische Mikroanalyse, 1923, S. 178. 
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in einigen Minuten beendet; das in Schottschen Filterréhren abgesaugte 
AgJ wurde bei 125° iya Preglschen Regererationsblock unter Ansaugen 
mit einer Wasserstrahlpumpe getrocknet. 

Glycerinphosphorsaure verhalt sich, wie die Analyse ergibt, genau 
wie freies Glycerin, wahrend Glycerinaldehyd, Glycerinséure, Hexose und 
die Phosphorsaureester derselben kein AgJ ergeben. 


Belege. 

Glycerinbestimmung: Einwage 2,98 mg, gewogen 7,702mg AgJ 
3,02 mg Glycerin. Glycerinphosphorsaures Barium: Einwage 16,45 mg, 
gewogen 12,43 mg Ag J 4.875 mg Glycerin. 29,64°,, berechnet 29,95”. 
Fir die Bestimmung der Glycerinphosphorséure wird das Trichlor- 
essigsiurefiltrat zunachst mit Natronlauge annahernd neutralisiert. dann 
mit Baryt bis zur phenolphthaleinalkalischen Reaktion versetzt, die aus- 
getallenen Phosphate abzentrifugiert und zur iiberstehenden Lésung 3 bis 
4 Teile 96° ,iger Alkohol zugefiigt. Hierbei fallt glycerinphosphorsaures 
Barium neben anderen Ba-Verbindungen aus. Von dem in tarierten Zentri- 
fugenglasern abgetrennten und im Vakuum iiber H,SO, getrockneten 
Niederschlag wird ein aliquoter Teil abgewogen und dient zur Glycerin- 
bestimmung. Zur Bestimmung des freien Glycerins wurde die alkoholische 
Lésung eingedampft, nach Entfernen des Alkohols in wenig Wasser auf- 
genommen,. wieder eingedampft, in dem Preglschen Zersetzungskolben auf 
ein kleines Volumen eingeengt und dann ebenfalls mit Jodwasserstoff 
zersetzt. Nachdem sich spater herausgestellt hatte, daB das freie Glycerin 
in den ersten Stunden der Inkubation des Extraktes mit Hexosephosphat 
oder Glykogen nicht wesentlich zunimmt, wurde meist auf die Bestimmung 

desselben verzichtet. 


I. Auftreten und Isolierung der «-Glycerinphosphorsiure. 

a) Dismutation des Hexosediphosphats in Brenztraubensdure und 

a-Glycerin phosphorsaure. 

Das Vorhandensein von Glycerinphosphorsiure neben Brenz- 
traubensaure in den mit Hexosephosphat und Sulfit versetzten Muskel- 
extrakten ergab sich zunachst daraus, daB keine aquivalenten Mengen 
Phosphorsiure aus Hexosediphosphat fiir das Dismutationsprodukt 
der Brenztraubensaéure abgespalten wurden, wobei jedoch an Stelle 
des Hexosediphosphats ein schwer hydrolysierbarer Ester entstanden 
war. Bei Abtrennung desselben mittels alkoholischer Barytfillung 
konnte im Bariumniederschlag nach Zeisel-Fanto eine Glycerinmenge 
bestimmt werden, die fiir nicht zu lange Zeit annahernd aquimolekular 
der entstandenen Brenztraubensiure war. Anfanglich wurde daneben 
noch eine gewisse Menge freien Glycerins im Alkoholfiltrat der Fallung 
‘gefunden. Spitere Versuche zeigten, daB dieses Glycerin zum Teil 
aus sekundar gespaltener Glycerinphosphorsiure stammte und daB, 
jedenfalls wihrend kurzer Inkubationszeiten (45 Minuten bis 3 Stunden) 
als Dismutationsprodukt praktisch ausschlieBlich Glycerinphosphor- 
siiure auftritt. Innerhalb dieser Zeit ist bei verlustloser Verarbeitung 
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diese «-Glycerinphosphorsiure genau dquivalent der gleichzeitig ab- 
gefangenen Brenztraubensiure. Bei langeren Inkubationszeiten nimmt 
allerdings die Menge Glycerinphosphorsiure manchmal wieder ab, 
wahrend die Brenztraubensaiuremenge noch etwas ansteigt. 


Als Beispiel sind in der folgenden Tabelle | mehrere derartige Versuche 


zusammengestellt. Die Zusammensetzung der Ansiéitze war stets bei 
wechselnden absoluten Mengen: 100 ccm Muskelextrakt 20 cem 2,6° ig. 


NaHCO, + 7cem 25° ig. NagSO, + 20 bis 30cem 6° ig. Magnesium- 
hexosediphosphat + dest. Wasser auf 200 cem'!. 

Unter diesen Umstiéanden wird, wie schon mit We Eachern testgestellt *, 
auf 100 cem Extrakt in 3 bis 6 Stunden etwa 100 mg Milehséure und 100 
bis 150mg Brenztraubensaéure gebildet, so daB tiber 100mg Glycerin zu 
erwarten sind. Da 20cem 6°,ig. Hexosediphosphat auf Grund ihres 
Phosphorséuregehaltes gegen 350mg Hexose enthalten, ist diese dann 
ungefahr vollstandig umgesetzt. 


Tabelle I. 
Bildung von «-Glycerinphosphorsaure und Brenztraubensaure 


aus Hexosediphosphat. 


In 100 cem unverdiinntem Extrakt erhalten. 





mg Glycerin 


Zugesetzte — Brenz- Berechnete 
Fei Hexose- auben- : ~esernateed 0/, der theo- 
Nr. Zeit diphosphor- = inn. als freies — retischen Aus- 
siure in mg phosphor- Glycerin Glycerin beute gefunden 
. Hexose ‘ : . ] 
Std. mg sure 
1 My 575 115,6 112 1195 94,2 
126.6 127,2 Nicht 133.6 95,4 
3 180 195,6 | “cl 198.4 98.6 
2 3% 525 121 119 gn Se 94.2 
3 163 94 170,5 55.3 
3 3 359 92 89,6 96,6 92,8 
4 3 350 136,4 134.4 22,4 142.4 94,6 


(109.3 mit 
freiem Glycerin) 


Wie die Tabelle zeigt, ist die Aquivalenz von Brenztraubensiure 
und Glycerinphosphorsiure gut erfiillt, wahrend dies in einigen vor- 
laufigen, in der Arbeit mit MeKachern angefihrten Versuchen nur 
unvollkommen der Fall war. 


bj Reindarstellung des x-glycerinphosphorsauren Bariums aus Mushulatur. 
Die Darstellung beruht auf der Léslichkeit des Bariumsalzes bei 
phenolphthaleinalkalischer Reaktion, bei der ein Teil der organischen 


1 Fiir Uberlassung gréGBerer Mengen Calcium- und Magnesiumhexose- 
diphosphat sind wir der I. G. Farbenindustrie A.-G., vormals Bayers Farh- 
werke, Elberfeld, zu groBem Dank verpflichtet. 

2 A.a.O. Tabelle VIII, S. 437. 
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Phosphorsiureverbindungen ausfallt (Adenylsiure, Kreatinphosphor- 
siure und Hexosemonophosphorsiure sind vorher enzymatisch auf- 
gespalten), auf der Fallbarkeit des Bariumsalzes mit 60- bis 75°, igem 
Alkohol und auf der relativen Schwerléslichkeit des hieraus her- 
gestellten glycerinphosphorsauren Chinins. Das Chininsalz kann dann 
leicht in das Bariumsalz zuriickverwandelt werden. 


Beispiel eines Isolierungsganges: 1300ccm eines dest. Wass r-Extraktes 
aus Kaninchenmuskeln werden mit 260 ccm NaHCO,, 90cem 25°,igem 
Natriumsulfit, 260 cem 6°,igem Magnesium-Hexosediphosphat und 690 cem 
Wasser versetzt und 3 Stunden nach Sattigung mit Stickstoff auf 20° 
gehalten. Dann wird das Reaktionsgemisch mit 520 cem 40°, iger Trichlor- 
essigsdiure enteiweibt, filtriert, das Filtrat mit konzentrierter Natronlauge 
abgestumpft und mit heiBem Baryt bis zur phenolphthaleinalkalischen 
Reaktion versetzt. Die abzentrifugierte Lésung wird nach Zusatz von 
100 cem 25°, igen Bariumacetats mit der dreifachen Menge Alkohol gefallt. 
Nach etwa vierstiindigem Stehen wird der Niederschlag abzentrifugiert, 
dreimal mit Wasser ausgeschiittelt und die wasserigen Lésungen (zusammen 
!, Liter) mit der vierfachen Menge Alkohol gefallt. Der mit Alkohol und 
Ather getrocknete Niederschlag wog 11 g und hatte auf Grund der Glycerin- 
bestimmung einen Reinheitsgrad von 44°,. 


Hieraus wurde das Chininsalz nach Karrer' dargestellt. 
wurden zu einer heiBen Lésung von 7.5 g¢ Chininsulfat in | 
gegeben. Das ausgeschiedene BaSO, wurde im Heilwassertrichter ab- 
filtriert, mit kochendem Wasser ausgewaschen und die vereinigten Lésungen 
in Eis abgekiihlt. Es entstand ein Brei von weiBen Nadeln des x-glycerin- 
phosphorsauren Chinins, der abgenutscht und getrocknet wurde. Er wog 
3.5g und hatte, gemessen am Glycerin, einen Reinheitsgrad von 75”,,. 
Schmelzpunkt lag bei 150°. Aus der Mutterlauge wurde noch einmal 1,5 g 
Substanz von 50°, Reinheit gewonnen. Zur weiteren Reinigung wurde 
das zuerst ausgeschiedene Chininsalz noch fiinfmal aus heiBem Wasser 
umkristallisiert. Der Schmelzpunkt blieb dabei annaihernd konstant, bei 
149 bis 151° (im Berl-Block bestimmt). Das so dargestellte und nach 
der Analyse reine Chininsalz wird dann nach Karrer und Benz? in das 
Bariumsalz zuriickverwandelt. 150 mg Bariumsalz wurden dabei als weiBe 
kristallinische Blaittchen erhalten mit | Mol Kristallwasser, das bei 107° 
im Vakuum abgegeben wurde. Die getrocknete Substanz ist sehr hygro- 
skopisch. 


g der Fallung 


5g 
75 cem Wasser 


Das Bariumsalz gibt die Glycerinreaktion nach Denigés mit Brom 
und Codein-Schwefelsiure, was nach H. D. Kay und E. R. Lee® 
zur Unterscheidung der x-Saure von der f-Siure dient. Ein weiterer 
Beweis fiir die x-Konstitution ist der negative Ausfall der Reaktion 
von f-Glycerinphosphorsiure nach Karrer und Salomon4, Bildung von 
schwerléslichem Doppelsalz mit Bariumnitrat. Bei dem aus dem 


! Helv. Chim. Act. 9, 24, 1926. 
2 Ebenda 9 25, 1926. 

3 J. of biol. Chem. 91, 144, 1931. 
4 Helv. Chim. Act. 9 10, 1926. 
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Muskelextrakt dargestellten Bariumsalz entsteht mit Bariumnitrat 
nach tagelangem Stehen nur eine leichte 'Triibung. 


Analysen 
Chininsalz: (CoH 40g No)oC3 Hg Og P- 
P-Bestimmung: 3.20 mg Substanz ergaben 0,272 mg P,O,; 


ber.: 865°... gef.: 8,50°,. 


Daraus dargestelltes Ba-Salz: C,H,;O,P Ba. 


1. C-, H-Bestimmung!: 5,863 mg ergaben 1,34 mg H,O und 2.50 mg 


CQ@,. > 
. C ber.: 11.71%, gef.: 11,63° 

H ber.: 2,30%, gef.: 2,56%. 

2. Ba-Bestimmung: 5,08 mg Substanz ergaben 3,82 mg BaSQ,. 
Ba ber.: 44,69°,, gef.: 44,26°, 

3. P-Bestimmung: 1,85 mg Substanz ergaben 0,416 mg P,QOs. 
P,O; ber.: 23,10°,, gef.: 22,49°,. 

4. Glycerinbestimmung: 6,95 mg Substanz ergaben 5,26 mg AgJ. 
Glycerin ber.: 29,95°,, gef.: 20,68°,. 

Verhaltnis von Glycerin P,O,;: 
ber.: 1,30, gef.: 1,32. 


c) Die optische Drehung der enzymatisch gebildeten Glycerin phos phorsdure, 

Dem optischen Verhalten der «-Glycerinphosphorsiure kommt 
ein besonderes Interesse zu, da es vielleicht fir die Drehung der ent- 
stehenden Milchsaiure verantwortlich ist. Die Drehung des Bariumsalzes 
ist zu gering, um meBbar zu sein: man ist daher genétigt, nach Aarrer 
und Benz? den Dimethylester des Dimethylathers der Saiure darzustellen, 
der einigermaBen brauchbare Drehungswerte liefert. 

Nach Karrer kann das synthetische Racemprodukt durch fraktionierte 
Kristallisation des Chinin- bzw. Strychninsalzes in die optischen Antipoden 
getrennt werden, indem der schwerer lésliche Teil des Chininsalzes die links- 
drehende Komponente, der schwerlésliche des Strychninsalzes die rechits- 
drehende Komponente im UberschuB enthalt, wie die daraus hergestellten 
Dimethylester zeigen. Dies Verfahren, auf die natiirliche Glycerinphosphor- 
siure des Muskelextraktes angewandt, ergibt, daB das Chininsalz relatiy 
schwer léslich ist und daB in der abgetrennten Mutterlauge nach Riick- 
verwandlung in das Bariumsalz mit Strychnin keine schwerlésliche Fraktion 
zu erhalten ist. Auch bei direkter Behandlung des Bariumsalzes der enzyma- 
tisch entstandenen xz-Saure mit Strychninsulfat ist eine brauchhare Aus- 
heute an Strychninsalz nicht zu erhalten. Dies spricht bereits fiir das Vor- 
liegen der linksdrehenden Komponente. 

Entsprechend den Vorschriften von Karrer und Benz wurden 2.5 ¢ 
gereinigtes Ba-Salz, das tiber das Chininsalz, wie oben beschrieben, dar- 


1 Ausgefiihrt von Dr. Roth im Institut tiir Chemie des Kaiser Wilhelm- 
Instituts fiir medizinische Forschung. 
2 Helv. Chim. Act. 9, 24, 600, 1926. 
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gestellt war, in die sechsfache Menge CH,J eingetragen. Nach dem Ab- 
flauen der Reaktion wurde in kleinen Portionen die dreifache Gewichts- 
menge Ag,O zugegeben und die Reaktionsmasse 2 Stunden in gelindem 
Sieden gehalten. Das _ iiberschiissige CH,J wurde abdestilliert, das 
Reaktionsprodukt mit Ather extrahiert und das nach Vertreiben des 
Athers zuriickbleibende Ol bei 0,2 mm Druck in einem Mikrodestillations- 
kolben destilliert. 3ei_ 112° ging ein fast farbloses O] iiber. Ausbeute 
0.4 g. Auf dieselbe Weise wurden die Ester des kauflichen x-glycerinphos- 
phorsauren Calciums dargestellt und ebenso von dem tiber das Strychninsalz 
isolierten Bariumsalz, das aus dem kauflichen Calcitumsalz gewonnen war. 


Polarisation in absolutem Alkohol. 

1. Dimethylester des Dimethylathers der natiirlichen «-Glycerin- 
phosphorsaure: 0,3777 g Substanz in 1,578 g alkoholischer Lésung; 
11 dm, d = 0,815, a7) = — 0,87°, [x]7) = 4,46°. 

2. Dimethylester aus der iiber das Strychninsalz gewonnenen 
Glycerinphosphorsaure : 0,04572 g Substanz, Gesamtgewicht der alkoholi- 
schen Lésung 0,4247g; 1=1dm, d= 0,815, «j) = + 0,19, [a]}) 

+ 2,519. 

3. Dimethylester, der direkt aus dem kauflichen Calciumglycerin- 
phosphat hergestellt wurde: 1,6900 g Substanz, Gesamtgewicht der 
alkoholischen Lésung 3,2477g, /=1dm, d= 0,815, «)) = + 0,03, 
[a], = + 0,073°. 

Der Ester aus der enzymatisch gebildeten Glycerinphosphorsiaure 
ist also linksdrehend, ebenso wie nach Karrer derjenige aus der natiir- 
lichen Glycerinphosphorsiure des Lecithins. Der Maximalwert der 
spezifischen Drehung nach Karrer betrug nur — 3,2°, waihrend durch 
fraktionierte Kristallisation des Chininsalzes aus synthetischer Glycerin- 
phosphorsaéure nicht iber 1,78° erhalten wurde. Die von uns 
bestimmten Drehungswerte sind héher, doch ergeben sie dieselbe 
GréBenordnung. Dies gilt auch fiir den aus dem  synthetischen 
Strychninsalz erhaltenen Dimethylester, bei dem Karrer im héchsten 
Falle eine Drehung von -4- 2,38° erzielte. Der Dimethylester aus 
dem kauflichen Salz ist, wie zu erwarten war, inaktiv. Bei der 
benutzten Konzentration von 42,5 Vol.-°% hatte ein aktiver Ester im 
l-dm-Rohr eine Drehung von iiber 1° ergeben. 


Hydrolysenkurven. 

Zur weiteren Charakterisierung der Glycerinphosphorsiure kénnen 
die Hydrolysenkurven nach Lohmann! dienen. Bei 100° in n HCl ist 
Glycerinphosphorsiure und ebenso Phosphoglycerinsiure fiir die 
Aufnahme der Hydrolysenkurven zu resistent. Unter diesen Um- 
stinden wird von beiden Sauren in 30 Minuten nur etwa 1%, in 90 Mi- 


1 Diese Zeitschr. 194, 306, 1928. 
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nuten 2°,, in ISO Minuten 3,5°, anorganische Phosphorsdure ab- 
gespalten, Werte, die nur als Korrektur der Hydrolysenkurven der 
Muskelextrakte in Betracht kommen (vgl. Abb. 2). Charakteristische 
Unterschiede der Hydrolysengeschwindigkeit erhalt man dagegen bei 
124° (in siedendem Amylalkohol) in 2n HCl. Diese Werte sind in 
Tabelle IT wiedergegeben. Die Unterschiede zwischen den natiirlichen 
und den synthetischen Verbindungen liegen in der Fehlergrenze. Die 
svnthetische Phosphoglycerinsiure wurde nach der Vorschrift von 
Neuberg und Vogt! hergestellt. Sie lieB sich in enzymatischem Muskel- 
extrakt in Verbindung mit «-Glycerinphosphorsiure in ahnlicher 
Weise in Brenztraubensiure und Milchsiure umsetzen wie die natiir- 
liche Phosphoglycerinsiure der Muskulatur. Die %-Glycerinphosphor- 
siiure ist am schwersten hydrolysierbar, etwas leichter die $-Saure, 
am leichtesten die Phosphoglycerinsiure. Chberraschend leicht wird 
dagegen die synthetische Glycerinaldehydphosphorsaure hydrolysiert 
(vgl. unten S. 62). 

Ein vollstandiger Versuch mit etwas héherer HCl-Konzentration, 
2,14n bei 127° (neuer Géirungsamylalkohol), ist in Tabelle II, Nr. 4, 
wiedergegeben. Die Punkte fiir zwei verschiedene Konzentrationen 
liegen auf derselben Kurve (Abb. 1), die ziemlich gut der monomole- 
kularen Reaktionsgleichung folgt, 

k —— l ie = <9 
t,—4, a—Z, 
in der ¢, und ¢, die Zeit in Minuten, a die zur Zeit ¢ = 0 vorhandene 
und 2x, und x, die zur Zeit t; und ¢, umgesetzten Substanzmengen be- 
deuten. & fiir log,, betragt durchschnittlich 1. 10-%. 
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Abb. 1. 
Hydrolysenkurve von «-Glycerin- 
phosphorsaure in 2,14n HCl und 

1279. 

-—-+ 049mg P,0Os5 pro cem. 
+—-+-+ 0,245 mg P.O; pro cem. 
Ordinate: °'9 Aufspaltung. 
Abszisse: Zeit in Stunden. 
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Zeit in Std 

Il. Enzymatischer Umsatz der x-Glycerinphosphorsiure im Muskelextrakt. 
a) Umsatz von Brenztraubensdure und «-Glycerinphosphorsaure. 


Zu einem kohlenhydratarmen enzymhaltigen Muskelextrakt zu- 
gesetzte Brenztraubensaiure verschwindet nicht oder nur geringfiigig. 


1 Diese Zeitschr. 211, 3, 1929. 
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Dasselbe ist der Fall mit x«-Glycerinphosphorsaure, die zum Extrakt 
hinzugegeben wird. Setzt man aber beide gleichzeitig zu, so findet ein 
Umsatz zu Milchséiure statt, die in etwa dem doppelten Betrag der 
verschwindenden Brenztraubensaiure entsteht, wobei gleichzeitig an- 
organisches Phosphat aus Glycerinphosphorsiure abgespalten wird 
und Glycerin in einem zur verschwindenden Brenztraubenséure aqui- 
valenten Betrag umgesetzt ist. Es gilt also die Bilanzgleichung: 


CH,.CO.COOH + CH,OH.CHOH.CH,OPO,H, — HO; 


2CH,.CHOH.COOH + H,PO,. j (3) 


Ausfiihrung der Versuche. Fiir die enzymatischen Versuche wurde meist 
dest. Wasser-Extrakt von Kaninchenmuskulatur benutzt. weil die Umsdatze 
gréBer sind als mit Kaliumechloridextrakt. doch ist er nicht so kohlen- 
hydratarm wie dieser, und ein gewisser Betrag von Milchsiaure und ab- 
gespaltener Phosphorsaure entsteht auch in den Blindversuchen aus pra- 
formiertem Glvkogen und Phosphorsaiureester und muB zur Berechnung 
abgezogen werden. 


Als Brenztraubensaiure diente stets bei 62° und !0mm Druck neu- 
destillierte Saure aus kauflichen Praparaten. Als Praparate der Clycerin- 
phosphorséure wurden benutzt: entweder aus Muskulatur gewonnene 
Saure, die teils nach der vorstehenden Vorschrift in Gegenwart von Sulfit 
zusammen mit Brenztraubensaiure gebildet war und als Bariumsalz ab- 
getrennt wurde (als Praparat | bezeichnet), teils nach der von A. Loh- 
mann in einer folgenden Arbeit beschriebenen Anordnung in) Gegenwart 
von Fluorid gebildet und als Bariumsalz von der Phosphoglyvcerinséure 
abgetrennt war (Praparat 2). Als synthetische Praparate dienten zur Haupt- 
sache Calcium glycerinum phosphoricum neutrale D. A. B. 6 von Merck, 
das, wie wir in Ubereinstimmung mit den Angaben der Firma nach der 
Methode von Karrer und Salomon? feststellten, nahezu reines x-Nalz ist 
(Praparat 3). Das Calciumsalz wurde in Wasser gelést, mit Bletacetat 
gefallt, die Fallung gewaschen, mit Schwetelwasserstoff versetzt, die ent- 
bleite Lésung mit Baryt neutralisiert, mit Alkohol getallt und das Barium- 
salz getrocknet. Dieses wurde zu den Versuchen in etwas Salzsaure geloést 
und mit etwas mehr als der berechneten Menge Na,SO, umgesetzt. Im 
Filtrat wurde das gebundene Phosphat nach Veraschung bestimmt. Nur 
fiir die ersten Versuche diente ein glycerinphosphorsaures Natrium von 
Lébinger, das etwa 15”,, x-Salz enthielt. Zur Wontrolle wurde fernet 
Natrium glycerinum phosphoricum von Werek verwandt, das aus reiner 
p-Saure besteht und in unseren Versuchen unwirksam ist. 


Fernerhin fraktionierten wir das synthetische glycerinphosphorsaure 
Calcium nach der Vorschrift von Karrer und Benz*, zur teilweisen Trennung 
der optischen Antipoden, einerseits mittels Strychninsulfat, andererseits 
mittels Chininsulfat. Von dem Strychninsalz stellten wir drei Fraktionen 


her, deren schwerlésliche ap 23.1° besaB. die zweite zp 21.9’, 
wihrend die dritte in der Mutterlauge zuriickgebliebene xp 20.89 gab. 


Die Strychninsalze wurden wieder in Bariumsalz zuriickverwandelt. Vor 


1 Helv. Chim. Act. 9. 3, 1926. 
> Ebenda 9 23 u. 598, 1926. 
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Chininsalz benutzten wir nur die schwerstlésliche Fraktion, die wir zweimal 
aus heiBem Wasser umkristallisierten und die in Alkohol ein xp 145,3° 
gab, wahrend das aus der Muskulatur gewonnene Salz bei gleicher Reinigung 
xp 144° zeigte. (Nach Karrer dreht das direkt gewonnene Chininsalz 

137,89, nach wiederholtem Umikristallisieren — 150,3°.) Die aus dem 
Strychninsalz gewonnenen Fraktionen sind als Priparat 6a. 6b, 6c, die 
aus Chininsalz als Praparat 5 bezeichnet. 


Aus Tabelle III (letzte drei Spalten) geht zunachst hervor, daB 
die Gleichung (3), nach der 1 Mol Glycerinphosphorsiure und 1 Mol 
Brenztraubensiure verbraucht werden, wenn 2 Mol Milchséure und 
1 Mol anorganisches Phosphat auftreten, meist gut erfiillt ist. Aus der 
frei gesetzten Phosphorsaure ist in der vorletzten Spalte der Glycerin- 
verbrauch ausgerechnet, da die aquimolaren Gewichtsmengen von 
Glycerin (Molekulargewicht 92), Brenztraubensiaure (88) und Milchséiure 
(90) ungefahr gleich sind. Man sieht, daB die Milchsaurebildung fast genau 
gleich ist der Summe von Brenztraubensiure- und Glycerinschwund 
und daB in Versuch 2, 4 und 5 Glycerin- und Brenztraubensaiureschwund 
gleich ist (Versuch 3 ist nicht maBgebend, weil hier das nur 15°, x-Saure 
enthaltende Priparat benutzt wurde). Natiirlich kann die Berechnung 
aus der Phosphorsaéureabspaltung nicht genau stimmen, weil auch eine 
gewisse Hydrolyse von Glycerinphosphorsiure méglich ist und, wenn 
der Umsatz nicht bis zu vollstaéndigem Verbrauch zugesetzter Glycerin- 
phosphorsaure fortschreitet, am SchluB ein gewisser Teil derselben auf 
einer héheren Oxydationsstufe zuriickbleiben kann, ohne weiter zu 
reagieren. 

Aus den bisher mitgeteilten Versuchen geht noch nicht hervor, 
ob Glycerinphosphorsiure und Brenztraubensiiure sich in direkter 
Dismutation in 2 Mol Milchsiure und 1 Mol Phosphorsiure umlagern 
oder ob nach der von Embden angenommenen Formulierung nur die 
Brenztraubensdure direkt zu Milchsiure reduziert wird, die Glycerin- 
phosphorsiure aber zu Triosephosphorsiure, die erst ihrerseits erneut 
in Phosphoglycerinséure und Glycerinphosphorsdure dismutiert, wobei 
die Phosphoglycerinsiure weiterhin in Brenztraubenséiure und Phosphor- 
siure zerfallt und das Spiel von neuem beginnt. 


Durch Zusatz von Fluorid kann man nun entscheiden, daB die 
letztere Annahme zutreffend ist. Fluorid hemmt bekanntlich die 
Milchsiurebildung aus Glvkogen und Hexosephosphorsiure, wobei 
gut 50°, Hemmung der Hexosediphosphatspaltung durch etwa m_ 100 
und der Glykogenspaltung durch m_ 1000 Fluorid erreicht wird. Anderer- 
seits hemmt aber Fluorid nicht, wie es der Befund von K. Lohmann 
iiber die Bildung des schwerhydrolysierbaren Esters in Gegenwart 
von Fluorid zeigt, die Aufspaltung der Hexosediphosphorsaure in 
Phosphoglycerinsiure und Glycerinphosphorsiure, denn der _ be- 
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schriebene Ester ist ja nichts anderes als ein ungefaihr aquimolekulares 
Gemisch dieser beiden Sauren!. 

Nun hemmt Fluorid bei geeigneten Konzentrationen Glycerin- 
phosphorsiure und Brenztraubensaure nicht die Milchsdiurebildung 
aus deren gegenseitigem Umsatz. Gleichzeitig ist aber eine wichtige 
Anderung des Reaktionstypus eingetreten. Nach Vergiftung mit Fluorid 
sind Brenztraubensaureschwund und Milchsaiurebildung aquivalent. 
Phosphorsaure ist nicht abgespalten, dagegen ist eine der halben Milch- 
siure etwa dquivalente Menge Glycerin verschwunden und dieser 
Betrag an Glycerinphosphorsiure in Phosphoglycerinséiure umgewandelt. 
Die Erklirung fiir die Anderung des Reaktionsverlaufs ist die, daB 
Fluorid in der benutzten Konzentration von der ganzen Umsatzkette 
Glvkogen — Milchséiure nur die Aufspaltung der Phosphoglycerinsaéure 
nach der Gleichung  Phosphoglycerinsaéure Brenztraubensaure 

Phosphorsiure hemmt. Bei dem Umsatz mit Brenztraubensaure 
wird demnach die Glycerinphosphorsaiure zuriickverwandelt in Triose- 
phosphorsaure, die ihrerseits wieder dismutiert. Die so neu entstandene 
Glycerinphosphorséure kann mit der vorhandenen Brenztraubensiaure 
reagieren und liefert von neuem Milchsaure und Triosephosphorsaure, 
waihrend die Phosphoglycerinsiure zuriickbleibt, die nicht zu Brenz- 
traubensdure gespalten werden kann. Die neugebildete Triosephosphor- 
siure dismutiert dann wieder usw. Dieser ProzeB schreitet bei CherschuB 
von Brenztraubensaiure so lange fort, bis alle Glycerinphosphorsiure 
in Phosphoglycerinsiure umgewandelt ist. Fiir zwei entstandene Mol 
Milchsaiure verschwinden so 2 Mol Brenztraubensiure, wihrend | Mol 
Glycerinphosphorsaure in 1 Mol Phosphoglycerinsiure umgewandelt 
wird nach der Gleichung: 

2 CH,.CO.COOH + CH,OH .CHOH.CH,O.H,PO, 
2CH,CHOH .COOH CH,O.H,PO,. CHOH .COOH (4) 

Fiir dieselbe Milchséiureausbeute muB also von vornherein doppelt 
soviel Brenztraubensaiure vorhanden sein wie ohne Fluorid und doppelt 
soviel Brenztraubensiure wie Glycerinphosphorsiure. Ist dies nicht 
der Fall, so kann mit Fluorid eine Hemmung des Prozesses dadurch 
vorgetauscht werden, daB die Brenztraubensiure verschwunden ist, 
wihrend noch Glycerinphosphorsiure und Phosphoglycerinsiure vor- 
handen sind, die nicht miteinander weiter reagieren kénnen, wahrend 
es ohne Fluorid der Fall ware, vgl. Tabelle IV, Versuch 4. Fir die 
Auswertung der Versuche ist nétig, die Phosphatabspaltung des Leer- 
versuchs nur in den fluoridfreien Ansatzen in Abzug zu bringen, dagegen 
nicht in den fluoridhaltigen, weil hier auch die spontane Phosphor- 
siureabspaltung gehemmt ist. 


1 K. Lohmann, diese Zeitschr. im Druck. 
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54 O. Meyerhof u. W. Kiessling: 


Man sieht aus den vorletzten beiden Spalten der Tabelle IV die 
genaue Ubereinstimmung von Brenztrav.bensiureschwund und Milch- 
siurebildung bei fehlender Abspaltung von Phosphat in 0,02 mol 
NaF, bei welcher Konzentration die Milchsdurebildung aus Hexose- 
diphosphat nahezu vollstandig gehemmt ist. Die Milchsdurebildung 
ist nun hier in Fluorid nicht gehemmt, der Brenztraubensdureschwund 
das doppelte wie in den fluoridfreien Ansatzen (vgl. besonders Tabelle LV. 
Versuch 1, 3 und 5). In zwei Versuchsserien wurde der Sehwund des 
gebundenen Glycerins nach der oben angegebenen Methode direkt 
bestimmt. Der gemessene Schwund entsprach der GréSenordnung 
nach dem erwarteten und war gut halb so groB wie die gebil- 
deten Mole Milchsiure. Im iibrigen ist diese Methode nicht genau 
genug, um festzustellen, ob etwa ein kleiner Teil des gebundenen 
Glycerins noch sonst umgewandelt ist, z.B. zu Glycerinaldehyd- 
phosphorsaure. 

6) Umsatz der Phosphoglyccrinsdure. 

DaB die veranderte Reaktionsgleichung (4) in Gegenwart von 
Fluorid durch die Nichtaufspaltung der Phosphoglycerinsaure zu 
erkliren ist, ergibt sich daraus, daB die gleiche Fluoridkonzentration 
erstens die Spaltung der Phosphoglycerinsiure in Brenztraubensaure 


Tabelle V. 
Umsatz der Phosphoglycerinsaiure mit und ohne Glycerin- 
phosphorsaurezusatz (3 Stunden in l0cem Extrakt). 





Glycerin- Anderung 





Phospho- ag NaF Sultit pas ll Milehsdure der mae 
Nr. Datum — glycerin- oo re as siiure gebildet a 
siiure prnparas rebildet bildung 
; mit bal jureh 
mg P,0, mg P20; mol. mol. mg mg Zasitze 
la 4. TIL. o — . -- 2.3 
b 5.9 (1) 8 -— -- 21 5.1 + 28 
e 5,9 8 0.02 _ 00 01 — £2 
2a 16. IIL. — — _ S55 
b 4.6 - - 452 $55 0 
¢ 4,6 _ 0,03 5,8 3,85 — 49 
d 4.6 —_ 0,007 0.03 1.57 0.05 mn 
e 4.6 (3) 30 0.0 18,05 + 95 
8a 8. ‘IV. 8.0 — -- 13.3 
b 8.0 — 0,03 10.0 — 
¢ 8.0 i 0,02 0,03 0 | inl 
d 8,0 0,002 0.03 8.5 ee 
e 0 — — — 7.0 
f 8,0 (3) 15 -- 9.0 17.6 +105 
4a 30. V. os — — — 0,395 2.9 
b 14.1 (3) 18,9 _- -- 99 7.0 + 4,1 


e 14,1 (3) 18,9 0,025 — 1,22 0,1 — 28 
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Auftreten und Umsatz der «-Glycermphosphorsaure usw. ay) 


und Phosphorséiure hemmt, zweitens, daB aus Phosphoglycerinsiure 
und Glycerinphosphorsaiure keine Milchsaiure mehr entsteht. Kine 
Reihe derartiger Versuche sind in Tabelle V vereinigt: dabei war die 
Phosphoglycerinsiure von A. Lohmann aus dem friher als Lohmann- 
Ester I bezeichneten Gemisch abgetrennt worden. 

Durch 0,02 mol. NaF hért sowohl Brenztraubensiurebildung aus 
Phosphoglycerinsiure (mit Sulfit) (Versuch 3e¢) wie auch Milchsaure- 
bildung aus Glycerinphosphorsiure — Phosphoglycerinsaure (Versuch Le 
und 4) vollstandig auf, wahrend in 0,007 mol. NaF (Versuch 2d) die 
Umwandlung etwa 70°,, gehemmt ist. In 0,002 mol. NaF (Versuch 3d) 
ist die Hemmung unbetrachtlich. Die Empfindlichkeit ist also mindestens 
dieselbe wie die der Spaltung des Hexosediphosphats. In den Ansatzen 
mit Phosphoglycerinséiure (ohne Glycerinphosphorsaure) wurde Ofters 
Sulfit zum Abfangen der Brenztraubensiure zugesetzt. Dies hat aber 
keinen wesentlichen EinfluB (Versuch 2b und 2c, 3a und 38e), wie zu 
erwarten ist, da in Abwesenheit von Glycerinphosphorsiure die Brenz- 
traubensiure nicht weiter reagieren kann. 

In fluoridfreiem Extrakt geht iibrigens die Umwandlung zugesetzter 
Phosphoglycerinséure in Brenztraubenséure viel leichter vonstatten 
als die Reaktion der letzteren mit x-Glycerinphosphorsaure. Infolge- 
dessen reichert sich hierbei auch in Gegenwart von Glycerinphosphor- 
siure Brenztraubensdure an und dies um so mehr, je geringer die 
enzymatische Wirksamkeit der Extrakte ist. Ein solcher Versuch ist 
z. B. spiter in Tabelle VI, 3a, wiedergegeben. In frischem, unver- 
giftetem Extrakt sind hier aus Phosphoglycerinsiure (mit 19,0 mg 
gebundenem P,O,, entsprechend 24 mg Brenztraubensaiure) und gleich- 
zeitiger Anwesenheit von «-Glycerinphosphorsiure 9,2mg_ Brenz- 
traubensiure + 8,1 mg Milchsdure iiber den Blindwert hinaus ent- 
standen. Gleichzeitig sind im ganzen 20,5 mg gebundenes P,O, auf- 
gespalten. Demnach waren primar 13,3 mg Brenztraubensiure gebildet, 
von denen aber nur 4,1 mg mit Glycerinphosphorsiure weiter reagieren!, 

Als ein mégliches Zwischenprodukt zwischen Phosphoglycerinsiure 
und Brenztraubensiure kénnte an die Glyeidsiure gedacht werden, 
die ein Isomeres der Brenztraubensiure ist, 


CHy.CH.CO,H 


0 


und die als Anhydridform der Glycerinsiure zunachst entstehen konnte. 
R. Kuhn hat bereits die Unvergirbarkeit der Glycidsiure durch Hefe 

’ Bildung von Milchséure durch gleichzeitigen Zusatz von Phospho 
glycerinséure und Glycerinphosphorséure zum Muskelgewebe ist) schon 
von Embden a. a. O. festgestellt. 
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beobachtet'. Wie unsere Versuche ergaben, wird die Glycidséure auch 
vom Muskelenzym nicht angegriffen und bildet weder Brenztrauben- 
siure noch Milchsaure. 

Wir stellten die Glycidsiure aus Epichlorhydrin auf dem Wege iiber 
Chlormilchsaéure her nach den Vorschriften von E. Fischer und Leuchs?. 
Herrn PR. Kuhn danken wir fiir die Uberlassung des Epichlorhydrins. 


c) Jodessigsdurevergijtung. 

Fluorid und Jodessigsiure verhalten sich bei der Hemmung der 
Milchséurebildung aus Kohlenhydrat ahnlich. Das Studium der Teil- 
reaktionen zeigt jedoch, daB sie an ganz verschiedenen Stellen der 
Reaktionskette angreifen. Wahrend Fluorid die Umwandlung der 
Phosphoglycerinséure in Brenztraubensaiure hemmt, wird diese Reaktion 
von Jodessigsiure gar nicht beeinfluBt: dagegen wird der Umsatz von 
Brenztraubensdure mit Glycerinphosphorsiure zu Milchsiure, der von 
Fluorid nicht gehemmt wird, durch Jodessigsiure verhindert. Das 
Verhalten bei der Jodessigsiurevergiftung ergibt sich aus den Ver- 
suchen der Tabelle VI. Dabei wurde verglichen der Umsatz in frischem 
Extrakt bzw. nachdem er ohne Zusatz 1 Stunde gestanden hatte, mit 
einem, der 1 Stunde mit m/1000 Jodessigsiure bei Zimmertemperatur 
gestanden hatte. Unter diesen Umstanden ist, wie AK. Lohmann® fand, 
Milchsaurebildung aus Glykogen und Hexosediphosphorséure — voll- 
staindig gehemmt, auch nach Zusatz von Adenylpyrophosphat. Zu den 
gestandenen Extrakten wurde in unseren Versuchen stets Adenyl- 
pyrophosphat in Mengen von etwa Img P,O; pro 10 ccm Extrakt 
zugegeben. Als Glycerinphosphorséure wurde stets Praparat 3 benutzt. 

In den Jodessigsiureansitzen ist die Milchséurebildung  stets 
klein, waihrend sie in den unvergifteten, gestandenen Extrakten oft 
zwar auch nicht betrachtlich, aber doch immer deutlich ist (so z. B. 
_Versuch 2). Die Brenztraubensdiurebildung aus Phosphoglycerinsaure 
ist dagegen im vergifteten Extrakt nicht abgeschwacht. Aus Versuch 4 
geht hervor, daB bereits in 10 Minuten etwa die Halfte des Gesamt- 
umsatzes erreicht ist, wahrend nach 3 Stunden gut drei Viertel der 
gesamten zugegebenen Phosphoglycerinséure umgewandelt sind. Dabei 
wird das Phosphat in etwa aquivalenter Menge abgespalten. Wabhrend 
also mit Fluorid die Phosphoglycerinsiure nicht angegriffen wird, 
dagegen die Glycerinphosphorsiure mit Brenztraubensiure weiter 
reagieren kann, ist umgekehrt mit Jodessigsiure die Angreifbarkeit 
der Phosphoglycerinsiure nicht geandert, wohl aber die der Glycerin- 
phosphorsaiure. Trotzdem ist aber doch eine gewisse Umwandlung 


' Kuhn u. Ebel. Chem. Ber. 58, 1447, 1925. 
2 Chem. Ber. 35, 3794, 1902; AK. Freudenberg, ebenda 47, 2034, 1914. 
3 Diese Zeitschr. 236, 444, 1931. 
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Auftreten und Umsatz der x-Glycerinphosphorsaure usw. 


eingetreten. Es entsteht namlich zu einem kleinen Teil ein leicht 


hydrolvsierbarer Ester, dessen Menge stark zunimmt, wenn gleich- 
zeitig Phosphoglycerinsiure anwesend ist. Das geht aus Abb. 2 hervor. 
wo die Hydrolysenkurve nach 10 Minuten und 3 Stunden Inkubation 
(Versuch 4b) wiedergegeben ist. Auf 10 ccm Extrakt sind hier in 
Gegenwart von Brenztraubensiure in 3 Stunden etwa 2mg_ P,O; 
von leicht hydrolysierbarem Ester entstanden, in Gegenwart von 
Phosphoglycerinsiure aber 5mg. In letzterem Falle ist diese Um- 
lagerung tibrigens schon in ! , Minute erreicht und bleibt’ weiterhin 
unverandert, waihrend der iberwiegende Teil der Phosphoglycerinsi ure 
aufgespalten wird. Um welches Umlagerungsprodukt es sich handelt, 
wird gemeinsam mit A. Lohmann weiter untersucht werden. 














0 30 9% 
Zeit in Min 
Abb. 2. 
Hydrolysekurven in jodessigsiurevergiftetem Extrakt pro 10 cem. 
Ordinate: mg P,0; aufgespalten. Abszisse: Zeit in Minuten 


Die gestrichelten Horizontalen am Schluf: Erwartete Lage fiir das Ende der Hydrolysenkurve 
(180 Min.) in den gleichbezeichneten Ansitzen. 
-—-+ Ohne Zusatz (Veraschungswert 19,3 mg P. 5). 

x~x-—x Glycerinphosphorsiure + Brenztraubensiiure nach 3 Std. Inkubation (Veraschungs 
wert 48,2 mg P,)Q)). 

o-o-—o Glycerinphosphorsiure + Phosphoglycerinsiure nach 10 Min. Inkubation (Veraschungs- 
wert 62,7 mg P.O). 

o-—o—o Glycerinphosphorsiure ~ Phosphoglycerinséure nach 3 Std. Inkubation (Veraschungs 
wert 63 mg P.4,). 


dj Rolle des Co-Ferments ystems 

SchlieBlich kann die Frage, wo das Co-Fermentsystem der Milch- 
siurebildung eingreift, ebenfalls genauer beantwortet werden als bisher. 
Aus friitheren Versuchen ergab sich, daB beim Fehlen von Magnesium 
und Adenylpvrophosphorsiure Veresterung des Zuckers und Milch- 
siurebildung unterbleiben. Dabei bedarf aber die Veresterung einer 
héheren Co-Fermentkonzentration: denn die Spaltung der Hexose- 
diphosphorsiure geht mit sehr viel weniger Magnesium und Adenyl- 
pyrophosphat vonstatten als diejenige von Glykogen und Hexose- 
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monophosphat. Unsere Untersuchung kann sich natiirlich nur auf 
die Rolle des Co-Ferments bei der Milchsiurebildung aus Phosphor- 
sdiureester erstrecken, da ja die untersuchten Teilreaktionen erst an 
die Bildung des Esters anschlieBen. 

Die quantitativen Versuche von K. Lohmann haben gezeigt, daB 
bei wachsender Konzentration eines der beiden Co-Fermentbestandteile 
die Menge des anderen um so geringer sein kann, so daB zum genauen 
Studium jeder der beiden Bestandteile variiert und vorher das _prii- 
formierte Magnesium nahezu vollstindig entfernt werden muB. Dies 
gelingt nur bei sehr langer Dialyse, die bereits die Reaktivierbarkeit 
des Ferments schaidigt. Eine derartige genauere Untersuchung be- 
halten wir uns vor und haben vorlaufig nur den KinfluB des maximalen 
Zusatzes von Adenylpyrophosphat und Magnesium in Extrakten unter- 
sucht, in denen die Pyrophosphatverbindung ganz, das Magnesium 
groBtenteils entfernt war. In diesem Falle wird Milchséiure aus Hexose- 
diphosphat fast nicht mehr gebildet, durch Zugabe von Adenylpyro- 
phosphat allein aber schon eine weitgehende Restitution, etwa bis zur 
Halfte der maximalen Bildung (mit Magnesium) erreicht. 

Die Versuche sind mit Froschmuskelextrakt (dest. Wasser-Extrakt) 
ausgefiihrt, der 4 Stunden gegen 0,45°, KCI dialysiert war.  Dabei 
zeigt sich, daB der direkte Umsatz von Brenztraubenséure mit Glycerin- 
phosphorsaiure zu Milchséiure in derartig dialysiertem Extrakt noch 
vonstatten geht unter Bedingungen, unter denen aus Hexosediphosphat 
Milchsaéure nicht mehr entsteht (Tabelle VII, Versuch 2 und 3); jedoch 
ist dann Brenztraubensdiureschwund und Milchséurebildung ungefahr 
aiquivalent, wahrend nach Zusatz der Co-Fermentbestandteile, ebenso 
wie in frischem Extrakt, die Milchsiurebildung doppelt so groB ist wie 
der Brenztraubensiureschwund. Zum Unterschied von dem mit Fluorid 
behandelten System ist aber die Milchsdurebildung in Abwesenheit von 
Co-Ferment nur etwa halb so groB als mit demselben, d. h. der Brenz- 
traubensaureschwund wird durch Zugabe von Adenylpyrophosphat 
und Magnesium nicht verandert, die Milchsiureausbeute dagegen 
verdoppelt. Dementsprechend ist in Abwesenheit des Co-Ferments 
keine Phosphorsiure aus Glycerinphosphorsiure abgespalten, aber 
nach Zugabe desselben ebensoviel, als Brenztraubensaure geschwunden 
ist (Tabelle VII, Versuch 3). Ubrigens wirkt Zusatz von Adenylpyro- 
phosphat ohne Magnesium schon ebenso, so da der restierende 
Magnesiumgehalt fiir den maximalen Umsatz ausreichend ist. Dab 
trotzdem Magnesium fiir die Reaktion wesentlich ist, zeigt der Zusatz 
von Magnesium ohne Adenylpyrophosphat, wodurch die Milchsaure- 
ausbeute deutlich erhéht wird. 

Man koénnte das Verhalten der cofermentfreien Enzymlésung 
zunichst so deuten, daB hier nur die Reaktion von Brenztraubensaure 
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und Glycerinphosphorsiure zu Milchsiure und Triosephosphorsdure 
zustande kame, die weitere Umlagerung der letzteren aber ausbliebe 
und da deshalb die Milchsaéurebildung gerade halb so groB ausfiillt, 
als wenn diese Dismutation und die daraus durch Fortsetzung der 
Reaktion entstehende Milchsaiure noch hinzukommt. Allerdings spricht 
schon gegen diese Deutung, daB ja auch die in geringster Menge hinzu- 
gegebene Substratkomponente noch nicht verbraucht ist. Ebenso 
bietet die Aufnahme der Hydrolysenkurve der Phosphorsiureester 
keinen Anhaltspunkt hierfiir. Jedenfalls ist die synthetische 3-Glycerin- 
aldehyd-Phosphorsiure sehr leicht hydrolysierbar. In 7 Minuten sind 
36°), in 30 Minuten 87°, in 90 Minuten 97°, in n HCl bei 100° auf- 
gespalten. In den Versuchen mit dialysiertem Extrakt ist aber kein leicht 
hydrolysierbarer Ester entstanden (z. B. in Tabelle VII, Versuch 34d, 
bei 3,9mg Milchsiurebildung sicher weniger als 0,5 mg eines solchen 
Esters). Die genauere Untersuchung der verbliebenen Phosphorsiure- 
ester muB die Frage weiter klaren. 


e) Verhaiten der optisch-aktiven Glycerinphosphorsduren. 

Bei Cherschu8 von Brenztraubensiure bewirkt die aus dem Muskel 
isolierte a-Glycerinphosphorsiiure eine héhere Milchsiurebildung als 
die gleiche Menge synthetischer, und zwar in gut wirksamem Enzym- 
extrakt genau doppelt so viel wie diese. Man mui daraus schlieBen, 
daB die natirliche l-Komponente allein umgesetzt wird. Ist allerdings, 
wie haiufig, der Enzymextrakt weniger stark wirksam, so wird auch bei 
Unterschu8 von natiirlicher Glycerinphosphorsiure gegeniiber Brenz- 
traubensiure die erstere nicht total aufgebraucht und es ruft auch dann 
Vermehrung der Glycerinphosphorsaiurekonzentration eine Erhéhung 
der Milchséiurebildung hervor, wobei die relative Mehrbildung aber 
geringer ist, als dem Verhaltnis der zugesetzten Konzentrationen ent- 
spricht. 

In gut wirksamem Extrakt ergibt sich ein einwandfreies Resultat: 
Die Milchséurebildung iiber den Blindwert hinaus ist dann in Gegenwart 
naturlicher Glycerinphosphorsaéure genau das Doppelte des zugegebenen 
gebundenen Glycerins, wie es nach der obigen Forme] (3) der Fall sein 
muB, wihrend in Gegenwart von synthetischer Glycerinphosphorsaure 
die Milchsiure nur ebensoviel betragt, als gebundenes Glycerin vorhanden 
ist (vgl. Abb. 4). Danach ist also nur die natiirliche linksdrehende 
Komponente zu der Reaktion befahigt: 


CH,OH.CHOH.CH,. PO,H, — [Hg] = COH .CHOH.CH,O. PO, Hy. 


Bereits in Tabelle III, Nr. 5, war ein Vergleich zwischen der natiirlichen 
und der synthetischen Siure wiedergegeben. Dabei war in 3 Stunden erhalten 
aus natiirlichem Salz (enthaltend 12,7 mg gebundenes P,O,;) 13,2 mg Milch- 
siéure und aus dem synthetischen (enthaltend 15 mg gebundenes P,O,) 
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94mg Milchsaure mit jJeweils dem halben Schwund von Brenztrauben- 
saure und Phosphatabspaltung. Die schwerstlésliche Fraktion des syn 
thetischen Strychninsalzes bildet, bezogen auf die gleiche Konzentration, 
kaum weniger Milehsaéure (88mg Milchséure’ bei 11,5 mg gebundenem 
P,O;). In diesem Versuch ist jedoch auch von der natiirlichen Saéure nur 
knapp die Halfte umgesetzt und das Ergebnis daher nicht eindeutig. In 
Tabelle VLLI sind drei weitere Versuche wiedergegeben. In Versuch lL. wo 
nur synthetische Salze verglichen sind, wirkt in der Tat die iiber das Chinin- 
salz gewonnene Fraktion etwas stairker, dagegen ist zwischen Strychninsalz 
und dem racemischen kein wesentlicher Unterschied, wahrscheinlich, weil 
das Strychninsalz noch zum Teil aus der l-Komponente besteht. Deutlich 
ist dagegen schon in Versuch 2, daB die natiirliche Saure bei einem Gehalt 
von 12,5 mg Glycerin auf 10 cem Extrakt noch eher etwas stirker wirksam 
ist als die synthetische Verbindung in der doppelten Konzentration. Am 
klarsten ist das Resultat bei Versuch 3 (in Abb. 3 wiedergegeben). Die 
quantitativen Beziehungen sind hier genau erfiillt, die Milchsaéurebildung 
schreitet bis zur Erschépfung der I-Komponente fort und betragt dabei 
das Doppelte des verbrauchten Glycerins. 
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Abb. 3. 


Verlauf der Milehsdurebildung in 10 cem Extrakt mit natiirlicher und synthetischer 
«-Glycerinphosphorsaure. 
Kurve 0: Milehséurebildung ohne Zusatz. 
Ausgezogene Linien Ia und Ib: Synthetische Glycerinphosphorsiure mit 11,7 und 24 mg 
Glycerin. 
Gestrichelte Linien Ila und I/b: Natiirliche Glycerinphosphorsiure mit 5,9 und 11,9 mg 
Glycerin. 
(Im letzteren Falle entspricht die Differenz der Milchséurebildung gegeniiber dem Leerwert 
genau dem Doppelten des zugesetzten Glyeerins. Bei der synthetischen Siure stimmen Milch- 
siurebildung und Glyceringehalt iiberein.) 


i) Umsatz der Glycerinaldeh yd phosphorsdure. 


Die von Embden als Intermediarprodukt der Kohlenhydratspaltung 
angenommene Glycerinaldehyd-3-phosphorsaure ist durch die Synthese 
von H.O. L. Fischer! zuginglich geworden. Da dieser Trioseester im 


' HO. L. Fischer u. E. Baer, Chem. Ber. 65, 337 u. 1040, 1932. 
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Gegensatz zum freien Glycerinaldehyd von Hefemacerationssaft rasch 


vergoren wird, haben soeben Smythe und Gerischer! gezeigt. Es war 


nun von groBer Wichtigkeit, festzustellen, ob diese Glycerinaldehyd- 
phosphorsiure, die nach Embden im Muskelgewebe in gleicher Weise 
Milchsaure bildet, sich zuvor in Glycerinphosphorsiure und Phospho- 
glycerinsiure umlagert, so daB sie wirklich als das normale Zwischen- 
produkt der Kohlenhydratspaltung anzusprechen ist. Wie unsere 
Versuche zeigen, ist das in der Tat der Fall. 

Wir verdanken das Calciumsalz der Glycerinaldehydphosphorsaure 
der Freundlichkeit von Herrn H.0O. L. Fischer-Basel. Es wurde durch 
Losung in 2n Essigsiiure, Zusatz der berechneten Menge Kaliumoxalat, 
Abzentrifugieren des Niederschlags und Neutralisieren der Losung mit 
KOH in das Kaliumsalz umgesetzt. 

Bei den uns zur Verfiigung stehenden Mengen konnte keine Isolierung 
der gebildeten Glycerinphosphorséure und Phosphoglycerinséure vor- 
genommen werden. Trotzdem laBt sich die Bildung dieser beiden 
Verbindungen in aquivalenten Mengen mittels der im vorigen Abschnitt 
geschilderten Reaktionen feststellen. Zuniachst gibt der Zusatz von 
Glycerinaldehydphosphorsiure zu unverandertem Muskelextrakt glatt 
Milchsaurebildung und eine Abspaltung einer aquivalenten Menge Phos- 
phat. beides entsprechend etwa der Halfte der zugegebenen Glycerin- 
aldehydphosphorsaiure, waihrend der Rest von ihr, erkennbar an der 
Hydrolysenkurve, unveraindert vorhanden ist. Dies spricht dafiir, 
daB nur ein optischer Antipode umgesetzt wird. Fiihrt man jetzt den- 
selben Versuch in Gegenwart von Fluorid durch, so entsteht keine 
Milchsiure. Phosphat wird nicht abgespalten, jedoch wird die Halfte 
des zugesetzten Trioseesters in schwer hydrolysierbaren Ester verwandelt, 
wihrend die andere Halfte leicht hydrolysierbar bleibt (s. Abb. 3). 
DaB aber hierbei Phosphoglycerinsiure und Glycerinphosphorsaure 
entstanden sind, 1aiBt sich durch weitere Reaktionen feststellen. Wie 
oben dargelegt, wird in 0,02n Fluorid Phosphoglycerinsiure nicht 
gespalten, doch reagiert Glycerinphosphorsaiure mit Brenztraubensaiure 
zu Phosphoglycerinsiure und Milchsiure, wobei die doppelte Menge 
Milchsiure entsteht, als Glycerinphosphorsiure oxydiert ist. Danach 
darf Glycerinaldehydphosphorsiaure allein keine Milchsiure in Fluorid 
bilden, weil ja als Dismutationsprodukt der Glycerinphosphorsaure 
nur Phosphoglycerinsiure vorhanden ist, die nicht aufgespalten wird. 
Wenn aber Brenztraubensaiure hinzugegeben wird, so mu jetzt eine 
Milchsiurebildung stattfinden, indem diese sich mit der Glycerin- 
phosphorsaéure umsetzt. Und das ist in der Tat der Fall. Dabei entsteht 
ebensoviel oder nicht viel mehr Milchsaéure, als Ester in schwer hydro- 


1 Smythe u. Gerischer, diese Zeitschr. 260, 414, 1933. 
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lysierbare Form iibergeht, und es verschwindet eine Brenztrauben- 
siuremenge, die nicht viel kleiner ist als die aquivalente Menge Milch- 
siure. Diese Umwandlung der Brenztraubensaure in Milchséure beweist 
das Auftreten von Glycerinphosphorsiure, in dem mindestens die Halfte 
an Glycerinphosphorsdure aufgetreten sein muB, wie Brenztraubensdure 
geschwunden ist, wobei diese Glycerinphosphorsiure in Phospho- 
glycerinsiure iibergegangen ist. Unter diesen Umstainden mu nun 
also der ganze schwerhydrolysierbare Ester Phosphoglycerinsaure 
geworden sein, waihrend ohne Brenztraubensiure nur die Halfte daraus 
bestand. Auch dafiir, daB die oxydierte Stufe Phosphoglycerinsaure 
ist, l4Bt sich ein direkter Beweis liefern, nimlich durch Zusatz von 
Sulfit zu dem mit Glycerinaldehydphosphorséure versetzten Muskel- 
extrakt. In diesem Falle tritt an Stelle der Milchsaiure im groben Umfang 
Brenztraubensadure auf, unter Abspaltung einer entsprechenden Menge 
Phosphat, genau so, wie nach Zusatz von Hexosediphosphorsiure und 
Sulfit. Die Vorstufe der Brenztraubensiure ist aber die Phospho- 
glycerinsiure. Zwei derartige Versuche sind in Tabelle IX wieder- 
gegeben. Die Hydrolysenkurven des Versuchs 1 sind in Abb. 4 dar- 
gestellt. 

















90 
Zeit in Min 
Abb. 4. 


Hydrolysenkurven in 10cem Extrakt nach 3 Std. Inkubation mit Glycerinaldehydphosphorsaure. 
\': Die zu den Kurven gehiérigen Veraschungswerte. 

— Hydrolysenkurve ohne Glycerinaldehydphosphors&ure. 

Kurve I: 0 © o Hydrolysenkurve nach Umsatz der Halfte der Glycerinaldehydphosphor- 
siure zu Milchs&ure. 

Kurve Il: -—-~— + Hydrolysenkurve in Gegenwart von Fluorid, wobei Glycerinaldehydphos- 
phorséure zur Halfte in Phosphoglycerinsiure und Glycerinphosphorséure 
umgewandelt ist. 

Kurve III: x =< Hydrolysenkurve nach Umsatz der Halfte von Glycerinaldehydphosphor- 
siure in Phosphoglycerinséure bei Gegenwart von Fluorid und Brenz- 
traubensiure und Reduktion der letzteren zu Milchsi&ure. 


In Versuch 2 ist der Umsatz bei verschiedenen Konzentrationen 
Glycerinaldehydphosphorsiure untersucht. Die Extramilchsaure- 





Tabelle IX. 
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bildung ist in den ersten 30 Minuten dieselbe bei drei verschiedenen 
Konzentrationen (18: 37° 69,5mg Glycerinaldehyd pro 10 ccm Extrakt) 
und bei der kleinsten Konzentration schon nahezu maximal. In diesem 
Falle wird auch gerade halb soviel Milchséiure tiber den Blindwert 
hinaus gebildet als Glycerinaldehydphosphorsdiure zugegeben ist. Bei 
der doppelten und vierfachen Konzentration steigt die Milchsaure- 
bildung von 30 Minuten bis 180 Minuten noch an, aber auch am SchluB 
bleibt sie hinter dem zu erwartenden Maximum zuriick, wahrend die 
Phosphatabspaltung gréBer ist und fast die Halfte der zugesetzten 
Verbindung umfaBt. Offenbar wird in langerer Zeit ein Teil des 
Glycerinaldehvds durch Nebenreaktionen verbraucht. 


a) Vergleich mit der alkoholischen Garung. 


Es liegt nahe, das Reaktionsschema der Milchsdéurebildung auf die 
alkoholische Gérung zu iibertragen, um so mehr, als wie durch die 
Arbeiten Neubergs bekannt, Brenztraubensiure bzw. Acetaldehyd und 
Glycerin in aiquivalenten Mengen dabei auftreten, wenn dafiir Sorge 
getragen wird, den Vorgang auf Zwischenstufen zum Stehen zu bringen. 
DaB in der Tat synthetische Phosphoglycerinsiure in Gegenwart 
von Trockenhefe Brenztraubensdure liefert, ist im AnschluB an dic 
Mitteilung Embdens soeben von Neuberg und Kobel! gezeigt wordcn. 
In Ubereinstimmung damit finden wir, daB im Macerationssaft die 
natiirliche Phosphoglycerinsiiure carboxylatisch fast ebenso  rasch 
zerfallt wie Brenztraubensaure. 

Weiterhin hatte bereits Lohmann? gefunden, daB in Gegenwart 
von Natriumfluorid im Hefemazerationssaft aus Hexosediphosphat in 
ihnlicher Weise schwer hydrolysierbarer Ester entsteht wie im Muskel- 
extrakt, und schon vorher hatte Ni/sson® bei der Garung von Trocken- 
hefe eine Verbindung isoliert, die er mit Wahrscheinlichkeit als Glycerin- 
siuremonophosphorsiure ansprach. Es blieb somit nur noch iibrig 
festzustellen, da der in Fluorid gebildete schwer hydrolysierbare 
Ester auch hier ein ungefaihr aquimolekulares Gemisch von Phospho- 
glycerinsiure und Glycerinphosphorsdure darstellt. 

Dieser Nachweis laBt sich so fiihren, daB bei einer Fluoridkonzentra- 
tion, die die Garung der Hexosediphosphorsiure vollstandig hemmt, 
bestimmt wird a) die Bildung fixer Saure, b) die Bildung des an Phosphor- 
saure gebundenen Glycerins. Wenn die Spaltung der Hexosediphosphor- 
siure nach der Formel verliuft: Hexosediphosphorsiure = Phospho- 


' Diese Zeitschr. 260, 241, 1933. 

> Ebenda 222, 324, 1930. 

3 Ark. for Kemi, Min. och Geolog. 10, A., 121, Nr. 7, 1929; diese Zeitsehr. 
258, 198, 1933. 








glycet 
Hexo: 
und «¢ 
Phos} 
Da d 
genau 
wahre 
Phos} 
so gil 
plizie 
(= 0. 

k 
Macer 
2.10 
Hexos 
(3.0 ce 
1250 « 
anorg 
dipho 
als 3) 
Bariu 
valen! 
phogl 
Glyce 
phos; 
Der fi 
phos} 
des F 


saure 


von 
Musk 
Ester 
saure 
nur 
naiml 
phos} 
solch 


1 


9 
: 


anors 
Umla 








enen 
rakt) 
psem 
wert 

Bei 
ture- 
hluB 
| die 
zten 


des 


F die 

die 
und 
orge 
gen. 
wart 
dic 
don. 
die 
asch 


wart 
t in 
‘kel- 
ken- 
‘rin- 
brig 
bare 
»ho- 


itra- 
mt, 
hor- 
hor- 


yho- 


chr. 








Auftreten und Umsatz der x-Glycerinphosphorsiure usw. oo 


glycerinsaure -+ Glycerinphosphorsaure, so tritt pro 1 Mol gespaltener 
Hexose eine Saurevalenz auf fiir die Carboxylgruppe der Glycerinsaiure 
und ein Glycerinaquivalent, ohne daB eine Anderung an gebundener 
Phosphorsiure eintritt, wobei diese jedoch schwer hydrolysierbar wird. 
Da die zweite Dissoziationskonstante der Glycerinphosphorsiaure fast 
genau dieselbe ist wie die entsprechende der Hexosediphosphorsiure !, 
wahrend, wie wir finden, die entsprechende Phosphorsdiuregruppe der 
Phosphoglycerinsiure nicht unwesentlich starker ist (pk, = 5,95), 
so gibt das manometrisch aus Bicarbonat frei gesetzte CO, multi- 
pliziert mit dem ,,Veresterungsfaktor’’ fir Phosphoglycerinsaure 
(= 0,82), die Bildung von Aquivalenten fixer Siure an. 

Ein soleher Versuch verléuft z. B. folgendermaBen: In- 1,5 cem 
Macerationssaft (aus L6wenbrauhefe) mit Zusatz von 3. 10°? NaHCO,, 
2.10-?m NaF wird im ManometergefaéB nach Temperaturausgleich 0,6 ccm 
Hexosediphosphorsiure zugefiigt mit einem Gehalt von 10mg Hexose 
(3,0 com Gesamtfliissigkeit ); in | Stunde in reiner CO,-Atmosphare erhalten : 
1250cemm CO, (korrigiert fiir Kohlensiureretention und Selbstgarung), 
anorganisches Phosphat nicht abgespalten, dagegen die zugesetzte Hexose- 
diphosphorsaéure schwer hydrolysierbar geworden (in 180 Minuten weniger 
als 3°, hydrolysiert). Dabei gefunden 4,0 mg Glycerin im alkoholischen 
Bariumniederschlag. 1250¢mm CQO, entsprechen reduziert 0,82 Saureaqui- 
valent pro Mol in 10 mg Hexose, so daB von 8,2 mg die Hialfte in Phos- 
phoglycerinsaéure verwandelt ist. Die andere Halfte miiBte dementsprechend 
Glycerinphosphorsaéure mit 4,2 mg Glycerin geben. Gefunden ist Glycerin- 
phosphorséiure mit 4,0mg Glycerin (freies Glycerin nicht bestimmt). 
Der frische Macerationssatt selbst enthalt keine mebare Menge Clycerin- 
phosphorsaure. 

Daraus folgt also, daB es hier tatsachlich zu einer Dismutation 
des Hexosediphosphats in Phosphoglycerinséure und Glycerinphosphor- 
siure kommt, wie bei der Milchsaéurebildung. 

Auch die Glycerinaldehydphosphorsiiure erleidet in’ Gegenwart 
von Natriumfluorid im Mazerationssaft dieselbe Umlagerung wie im 
Muskelextrakt. Sie geht ebenfalls in einen schwer hydrolysierbaren 
Ester iiber. wobei auf 1 Mol zugegebener Glycerinaldehydphosphor- 
siure !/, bis !., Aquivalent fixer Siure entsteht®. 

Smythe und Gerischer finden in der schon erwahnten Arbeit, dab 
nur die Halfte der synthetischen Glycerinaldehvdphosphorsdure vergart, 
nimlich die rechtsdrehende Komponente: die rechts-Glycerinaldehyd- 
phosphorsiure fihrt danach zu links-%-Glycerinphosphorsiure (bzw. 
solcher mit Linksdrehung des Dimethylesters des Dimethylithers). 


1O. Meyerhof u. 1. Surany/, diese Ze tschr. 17S, 427. 1926. 
2 pK, von Glycerinaldehydphosphorsiure ist kaum kleiner als von 
anorganischer Phosphorséure (~ 6.8), der ..Veresterungs*'-Faktor fiir die 


Umlagerung in Phosphoglycerinsaiure betragt dann 0,72. 
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Bei aquivalenter Umlagerung sollte daher nur '/, des Esters zu Phospho- 
glvcerinsaure werden. Tatsichlich entsteht vielleicht etwas mehr als 
'/, Sauredquivalent, vermutlich, weil Phosphoglycerinsiure im Uber- 
schuB entsteht. Bei Zusatz von Aldehyd ist die Saurebildung in 
Gegenwart von Natriumfluorid (n/20) noch gr6Ber. 

Aus unseren bisherigen Versuchen folgern wir, daB die Reaktions- 
ketten bei der alkoholischen Géarung und Milchséurebildung bis zur 
Dismutation der Glycerinaldehvdphosphorsiure iibereinstimmen und 
daB in beiden Fallen die oxydierte Stufe Phosphoglycerinsiure durch 
Phosphatabspaltung in Brenztraubensiure iibergeht. Wahrend diese 
aber durch das glykolytische Enzym des Muskels zu Milchsaure reduziert 
wird unter Reoxydierung der %-Glycerinphosphorsaure auf die Stufe der 
Glvcerinaldehydphosphorsiure, wird sie durch Hefezymase carboxy- 
latisch gespalten. Der entstandene Acetaldehyd reagiert nun nicht 
mit Glycerinphosphorsaure, sondern mit einem zweiten Mol Glycerin- 
aldehydphosphorsiure und wandelt dieses in Phosphoglycerinsaiure 
um, indem er selbst zu Alkohol reduziert wird. Die Phosphoglycerin- 
siure reagiert dann wie oben usw. 

COH .CHOH.CH,OPO,H, — CH,.CHO +H,0 
COOH .CHOH.CH,OPO,H, — CH;.CH,OH. 

In einer spiteren Arbeit wird dieses Reaktionsschema genauer 
begriindet: werden. 

Zusammenfassung, 

Im ersten Teil wird gezeigt, daB im enzymhaltigen Muskelextrakt 
in Gegenwart von Sulfit aquivalente Mengen Brenztraubensaiure und 
a-Glycerinphosphorsaiure entstehen. Letztere wird isoliert und identi- 
fiziert. Der Dimethylester des Dimethylathers dreht links. 

Im zweiten Teil wird der Umsatz von Brenztraubensiure und 
#:Glycerinphosphorsaiure zu Milchsiure untersucht. Wahrend in Ab- 
wesenheit von NaF halb soviel Brenztraubensiure schwindet als Milch- 
siure entsteht, verschwindet mit NaF ohne Hemmung der Milchsaure- 


‘ bildung ebensoviel Brenztraubensiure als Milchsaiure gebildet wird. 


Da die Spaltung der Phosphoglycerinsiure, die nach Embden die Vor- 
stufe der Brenztraubenséiure ist, durch NaF gehemmt wird, ergibt 
sich, da Brenztraubensiure mit «-Glycerinphosphorsiure unter 
Bildung von Triosephosphorsiure und Milchséiure reagiert, wonach 
erstere erneut dismutiert. Die natiirliche Glycerinphosphorsaure bildet 
hierbei doppelt soviel Milchsiure als die synthetische, so daB nur die 
l-Komponente reagiert. Im Gegensatz zu Fluorid hemmt Jodessigsiure 
nicht die Aufspaltung der Phosphoglycerinséure zu Brenztraubenséure 
und Phosphorsiure, dagegen den Umsatz der Brenztraubensaéure mit 
Glycerinphosphorsiure. In Abwesenheit von Adenylpyrophosphat 
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(dialysierter Extrakt) ist die Milchsiurebildung aus Brenztrauben- 
siiure + Glycerinphosphorséure halb so groB wie sonst, wobei Brenz- 
traubensaureschwund und Milchsiurebildung aquivalent sind. 

Die intermediare Triosephosphorsiure ist offenbar mit der von 
H.O.L. Fischer dargestellten Glycerin-aldehyd-3-phosphorsaure identisch 
Diese bildet ebenso leicht Milchsiure wie Hexosediphosphorsaiure und 
lagert sich in Gegenwart von Fluorid in Phosphoglycerinsiure und 


z-Glycerinphosphorsaure um. 

Ahnlich ist der Verlauf der alkoholischen Gairung mit Hefemazera- 
tionssaft. Auch hier entstehen aus Hexosediphosphorsiure in Fluorid 
ungefahr aquivalente Mengen Phosphoglycerinsiure und Glycerin- 
phosphorsiure und aholich auch aus Glycerinaldehydphosphorsaure 
(eventuell mit CberschuB von Phosphoglycerinsaiure). Der anschlieBende 
Reaktionsverlauf in der alkoholischen Gérung wird diskutiert. 





4 





Der Stoffwechsel 
von Gewebekulturen und ihr Verhalten in der Anaerobiose. 


Von 
H. Laser. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie am Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 7. Juni 1933.) 
Mit 10 Abbildungen im Text. 


I. 

In einer friiheren Arbeit! wurde eine Methode zur manometrischen 
Messung des Stoffwechsels von Gewebekulturen entwickelt. 

Die Angaben, die bis dahin iiber die gleiche Frage ebenfalls mittels 
manometrischer Messungen von anderen Untersuchern? gemacht wurden, 
sind dort bereits diskutiert. Man entnimmt aus diesen Arbeiten teilweise 
nur angenaherte Werte fiir einzelne StoffwechselgréBen. Ein zusammen- 
hangender Befund tiber die drei StoffwechselgréBen nach Warburg: 
Qo,; Q? und Qy. d.h. den Sauerstoffverbrauch sowie die Glykolyse 
in Sauerstoff und in Stickstoff, war erst mit der hier ausgearbeiteten 
Methode zu erhalten und ist in der erwahnten Ver6ffentlichung mit 
einem Beispiel belegt. 


Da die absoluten, auf die Gewichtseinheit (1 mg Trockengewicht) 
bezogenen Werte im Laufe eines mehrtaigigen Wachstums nicht gleich 
bleiben, ist es nicht méglich, aus dem Gasumsatz die Massenzunahme 
zu berechnen. Z. B. steigt, wie aus der Abb. 1 ersichtlich, der Sauerstoff- 
verbrauch vom ersten bis zweiten Tage pro Einheit deutlich an. Die 
ersten beiden Tage des Lebens einer Kultur in vitro sind durch die 


' H. Laser, diese Zeitschr. 251, 2, 1982. 
2 R. Meier, ebenda 231, 297, 1931; F. Lipmann, ebenda 244, 177, 1931. 
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Stoffwechsel von Gewebekulturen. 73 


sehr starke Vergr6éBerung der Fliche gekennzeichnet, welcher nicht 
in gleichem Mabe eine Vergr6Berung der Masse durch neugebildetes 
Material entspricht!. So jst die Flachenausdehnung als das Bestreben 
der Zellen anzusehen, in méglichst gute, allscitige Bertihrung mit dem 
Sauerstoff zu kommen. Die einzelnen Zellen wandern, unter Auf- 
lockerung des zentralen Kulturteils so weit aus, wie das z. B. bei einer 
Bindegewebskultur ohne Lésung des Zellverbandes méglich ist. Dieser 
Vorgang ist mit einer Steigerung des O,-Verbrauchs verbunden. Dats 
die Flachenausdehnung und Verdiinnung der Kultur sozusagen auf 
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Abb. 1. 


Griben des Stotfwechsels wachsenden Bindegewebes in Serum bis zum 10. Tage pro 1 mg 
und 1 Stunde, jeweils am Ende des betreffenden Tages. 


Ausgezogene Kurve e———-e I: Atmung (4,,_). | fas Renta 54), CO 
2 jasraum | " 
Gestrichelte Kurve X-——— Il: Aerobe Glykolyse ( Wy? ,. | In Op». 
Unterbrochene Kurye O O Ill: Anaerobe Glykolyse ( QV) , aaa 3 Sie COs 


Mittel aus den Endwerten fiir die betreffenden Tage, die sich nach héherem Beginn innerhalb 
1 Stunde einstellen. Die hierzu gehérenden ausgezogenen Kurven zeigen den hohen Anfangs- 
wert der anaeroben Glykolyse und das Abfallen innerhalb einer Stunde (s. Text). 


einer O,-Tropie beruht, kann man umgekehrt aus der Beobachtung 
schlieBen, daB in der Flache stark ausgedehnte Kulturen bisweilen 
zusammenschrumpfen, wenn man statt des Sauerstoffs die Kultur- 
getaBe mit Stickstoff fillt. Nach dem Abklingen der hauptsachlichsten 
FlachenvergréBerung zwischen dem 2. und 3. Tage sinkt der Sauerstoff- 
verbrauch wieder auf etwa die gleiche Héhe wie im Moment des Ein- 
setzens der Kulturen in das GefaB. 

Es wurde in einer groBen Reihe von Versuchen der Gang und die 
Lage der genannten StoffwechselgréBen wahrend des Wachstums 
iiber mehrere Tage (bis zu 10 Tagen) verfolgt (Abb. | und Tabelle 1). 


1 HH. Laser, Zeitschr. f. Krebsforsch.. im Druck. 
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Tabelle 1. 


StoffwechselgroBen wachsender Gewebekulturen. 








- > 

N, ~4 fon 
Ver- ra Qi" .— >| = 
oe tan Vy > gs SIS 

> 

0-15 15—30 30-45 45-60 > ; 

Nr. me | cum Min. Min. Min. Min. > ~ 
470 1 O11 1,69 154 20,8 95.0 48,0 46,0 48,2 178 17,4 1,35 
477 2 013 3,338 25,6 17.8 61.5 51,2 51.2 51,2 131 0 0.70 
428 3 0,18 248 13,8 19.7 622 39.6 38.6 36.8 1.24 92 1.48 
42671 4 0,21 3,09 14,7 29,0 67,5 60.2 53,0 554 1,80 26,0 1,97 
427 5 0,23 2.94 12.7 31,8 59.0 54.0 48.5 48.5 131 23,1 2.50 
469 6 0,22 1,93 8,7 20.9 45.5 35,1 351 32,7 135 153 2,40 
499 10 0,56 4.37 7,8 79 22,2 206 I8S8 17.9 1.17 2.3 1,00 


| 
Mittel: 142 +71 1,62 


Die Kulturen waren Bindegewebskulturen vom os frontale zwélftagiger 


Hiihnerembryonen, sogenannte Osteoblasten. Zu jedem Versuch dienten 
fiinf bis neun Kulturen oder Kulturhalften (Abb. 2). Die Kulturen befanden 
sich zwischen der 10. und 60. Passage in vitro. Als Nahrmedium diente 
Hithnerserum oder 10°, Hiithnerembryonalextrakt (EE.) (von achttagigen 
Embryonen) in Tyrode mit Natriumbicarbonat (450 ¢mm CO, in 1,0 cem). 
Im Gasraum befand sich 5°, CO, in O, baw. 5°, CO, in Ny. 


A 
JIN 





Abb. 2. 
Ubersichtsbild. Unterteil eines KulturgefiiBes mit 9 Kulturen, 7 Tage in Serum, im Gasraum 
5 9 CO in Og. Die (durch Linien bezeichneten) helleren Zentren zeigen die urspriingliche 
Gribe der eingesetzten Kulturen an und heben sich deutlich von der spiiteren Wachstumszone ab. 
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Die Messungen bei Verwendung von EE. konnten nicht so lange durch- 
vefiihrt werden, wie in Serum. weil die Kulturen bei der starken Wachstums- 
beschleunigung durch EE. gewohnlich nicht langer als 3) bis héchstens 
5 Tage in demselben CofaB gelassen und beobachtet werden konnten, ohne 
daB sie Plasmavertliissigungen aufwiesen. die von Schrumpftungen begleitet 
sind. Derartige Kulturen sind fiir Messungen nicht mehr geeignet, weil 
hei starkem Zusammenschrumpfen der Kulturen, welches mit nekrobiotischen 
Prozessen im Zentrum verkniipft ist, die Ausschlige in  uniibersehbarer 
Weise beeintrachtigt werden. 

Prinzipiell unterscheiden sich weder der Gang noch die Lage der Stoff- 
wechselgr6Ben in ER. und in Serum voneinander. Es wird deshalb hier 
nur auf die Untersuchungen in Serum Bezug genommen. 

Der Quotient fiir den Sauerstoffverbrauch (Qo,) ist im Mittel etwa 15, 
Zwischen dem ersten und dritten Tage steigt er (s. oben) um 50 bis 70° 
berechnet auf | mg Trockengewicht. Der Quotient der aeroben Gly kolyse 
(QP) bewegt sich zwischen 25 und 30. Entsprechend der Atmungssteigerung 
zwischen dem ersten und dritten Tage sinkt er in dieser Zeit etwas ab. 
Die anaerobe CGlykolyse (Qe) zeigt eine Besonderheit.  LaBbt man die 
Kulturen bis zur Messung dieses Quotienten in Sauerstoff wachsen (15 Mi- 
nuten Durchleiten des 5°,ig. CO -N,-Gemisches, 15 Minuten Temperatur- 
ausgleich), so erhalt man an den ersten 4 Tagen zunachst sehr hohe Wy. 
Werte (zwischen 70 und 100), welehe im Laufe von 30 bis 60 Minuten auf 
einen Endwert absinken, welcher dann konstant bleibt und welcher auch 
iiber mehrere Tage den Q\2-Wert der Kulturen wahrend langdauernder 
Stickstoffperioden darstellt. Diese Endwerte der Kulturen bewegen sich 
wahrend der ersten 4 Tage zwischen 40 und 60, spater fallen sie etwas ab, 
auf ungefahr 30.) Das hohe Einsetzen der anaeroben Glykolyse nach einer 
Periode der Atmung steht in Einklang mit Befunden von Posenthal', der 
eine abnliche antangliche Steigerung der Glykolyse an = Schnitten von 


Geweben (Leber) beschrieben hat. Am zehnten Tage ist die Atmung ge- 
sunken, Qo, zwischen 8 und 12, auch aerobe und anaerobe Glykolyse sind 
etwas niedriger geworden, aber woraut noch besonders hinzuweisen 
sein wird nicht verschwunden. 


Das wesentliche Ergebnis dieser Untersuchungen ist das Vor- 
handensein der aeroben Glykolyse bei relativ hoher und, wie wir an- 
nehmen, intakter Atmung. 


Diese Tatsache gab den AnlaBb, Untersuchungen tiber das Verhalten 
von Gewebekulturen in der Anaerobiose anzustellen. 


Hieriiber liegt eine Arbeit von FF. Wind? aus dem Warbuwrgschen 
Laboratorium vor. Wind benutzte Kulturen verschiedener normaler Gewebe 
(Bindegewebe und Epithel) und eines Tumors ( Rowssches Hitihnersarkom ). 


Der von ihm verwandte Stickstoff mit 5°,, Kohlens&iure enthielt noch 
Sauerstoff in einer Konzentration von 2. La-4° 


1 Q. Rosenthal, diese Zeitschr. 207, 263, 1929. 
2 FF. Wind, ebenda 179, 384. 1926. 
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Durch Einschmelzen von Phosphor in die KulturgefaBe wurde der 
Sauerstoffdruck noch weiter erniedrigt, auf 10 °° Diese Sauerstoff- 
drucke reichen fiir eine auch nur kurz dauernde Atmung nicht aus. 
Das Sarkom konnte bei beiden Konzentrationen unter Erhaltung der 
Boésartigkeit und mit lebhaften Wachstumserscheinungen 48 Stunden 
geziichtet werden, normale Fibroblasten wiesen sehr sparliches, fast 


nur aus vereinzelten Sprossen bestehendes Wachstum auf. 

Zu unseren Versuchen dienten besondere KulturgefaiBe (Abb. 3), 
welche das Durchleiten des Gasgemisches mittels zweier seitlicher, 
durch Hahne verschlieBbarer Zufiihrungen gestatten. Die Gefabe 
enthalten auBerdem noch einen Einsatz zur Aufnahme eines Sauerstoff 
absorbierenden Mittels. 


Abb. 3. 


Ziichtungsgefals: 1 Unterteil ; 
H = Helm mit Zu- und Ab- 


A \ fiihrung zum Durechleiten von 

\ RP Gasen: EF = Einsatz (zur Auf- 

nahme des Sauerstoffabsorbens); 

Et R - Drehbare Retorte (zum Ein- 





kippen von Substanzen wihrend 
des Versuchs). 











Kultur- und Nahrmaterial sowie die Art des Ansetzens der Kulturen 
waren die gleichen, wie sie oben fiir die manometrischen Stoffwechsel- 
versuche beschrieben wurden. Da bei Verwendung von EE. oft Plasma- 
verfliissigungen auftraten, wurde hauptsichlich Serum als Nahr- 
fliissigkeit benutzt. 


Im Gasraum befand sich 5°, CO, in XN, Zur Entfernung des dem 
gewObnlichen, kauflichen Stickstoff noch in einer HGhe von etwa 0,4°, 
beigemengten Sauerstoffs wurde das Gasgemisch in einem 50 em langen 
Quarzrohr iiber erhitzte, aber nicht gliihende Kupferspaine geleitet bei 
einer Temperatur von 450°*. Die Verbindumgen wurden durch Bleirohre 
hergestellt unter méglichster Ausschaitung von Schlauchen. Es wurde 
davon abgesehen, Phosphor in die KulturgeféBe mit einzuschlieBen. Es 
lassen sich bei dem hohen Dampfdruck des Phosphors Schadigungen, wie 
sie z. B. in der Herabsetzung der Glykolyse von roten Blutkérperchen von 
O. Meyerhof beobachtet wurden, nicht mit Sicherheit ausschlieBen, wenn- 
gleich F. Wind einen schadigenden Einflu®8 bei bésartigen Zellen nicht 
beobachtet hat. Dagegen wurde der Einsatz des GefaBes mit 0.2 cem 
Chromehloriir als Sauerstoffabsorbens beschickt, welches nach den Angaben 
von Negelein' hergestellt und bis zur Verwendung unter Stickstoff auf- 


* Optimale Temperatur nach persénlichen Angaben von Herrn Prof. 
L. Michaelis. 
1 O. Warburg, F. Kubowitzu. W. Christian, diese Zeitschr. 242, 170, 1931, 
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bewahrt wurde. Das Gas wurde nach dem Passieren der KulturgefaBe auf 
seinen Sauerstoffgehalt gepriift. Es ergab sich, dab} Phosphor nicht mel 
leuchtete, was nach den Angaben von Wind einem Sauerstoffgehalt von 
10-5°. entsprechen wiirde. In spateren Versuchen. deren Ergebnisse hier 
lediglich verwandt wurden, wurde = statt des gew6hnlichen Stickstoffs 
Reinstickstoff der Osramwerke benutzt. weleher nach den Angaben der 
Fabrik frei von Spuren Sauerstoffs ist. Bei Priifung mittels Trypatlavin- 
Silicagel nach AKautsky! liegt sein Sauerstoffyehalt bei etwa 10°5°.. Da 
es sich nicht vermeiden laBt. daB beim Mischen mit Kohlensaure wieder 
Sauerstoffspuren in das Gemisch hineingelangen, wurde es ebentalls tber 
auf 450° erhitztes Kupfer geleitet. Die Priifumg dieses Gemisches nach 
Koutsky nach Verlassen der KulturgefaBe ergal einen Sauerstofftgehalt 
von etwa 10-*°,. 

Die KulturgeféBe werden auf einer besonders konstruierten Wippe 
befestigt und im Brutschrank wahrend der ganzen Dauer der mehrtagigen 
Versuche geschiittelt. Die Wippe wird durch einen auBerhalb des Brut- 
schrankes befindlichen Motor bewegt. Das Schiitteln der Kulturen ist 
bei den Anaerobioseversuchen sehr wesentlich.  Geschiittelte Kulturen 
wachsen besser als ruhig stehende. Durch das Schiitteln wird verhiitet, 
daB sich in der unmittelbaren Umyebung der Kulturen saure Stotfwechsel- 
produkte ansammeln, durch welche indirekt ein’ Wachstumesstillstand 
hervorgerufen wird, der nicht durch die Anaerobiose als solche bedingt ist. 

Ferner muB® beriicksichtigt werden, daB die FlachenvergréBerung 
von Gewebekulturen kein MaB fiir die Wachstumszunahme darstellt *. 
Sie kann lediglich zur qualitativen Beurteilung herangezogen werden, 
ob tiberhaupt Wachstum stattfindet und ob dies Wachstum als ,.gut™ 
oder .,schlecht’ zu bezeichnen ist. Infolgedessen wurden neben der 
planimetrisch gemessenen FlichenvergréBerung stets die Endgewichte 
der mit Pepsin aus dem Plasmacoagulum herausgelésten Kulturen 
bestimmt. 

Orientierende Versuche ergaben folgendes: Bringt man die Kulturen 
sofort nach dem Einsetzen in die KulturgefiBe in Stickstoff unter 
Hinzufiigen von Chromchloriir in den Einsatz, so tritt keinerlei Wachs- 
tum auf. LaBt man das Chromchloriir fort, so tritt bisweilen, aber nicht 
konstant, eine betrachtliche FlachenvergréBerung auf. Bei halbierten 
Kulturen konnte bisweilen auch eine Gewichtszunahme der nach 
mehreren Tagen herausgelésten Kulturen im Vergleich zu dem Anfangs- 
gewicht der anderen Kulturhalften festgestellt werden. Die Unregel- 
maBigkeit der Versuchsergebnisse konnte darauf zurickgefiihrt werden, 
daB die benutzten Kulturen Stammen angehérten, die bis zum Versuchs- 
beginn verschieden lange Zeit geziichtet waren und sich zwischen der 
5. und 60. Passage in vitro befanden. Altere Passagen, etwa von der 
20. Passage an, ergeben schlechteres, unregelmabiges Wachstum = in 
Stickstoff als Kulturen jiingerer Passagen. Es wurden deshalb im 


1 H. Kautsky, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 64, 2053, 1931. 
2 H. Laser, Zeitschr. f. Krebsforsch., im Druck. 
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Durch Einschmelzen von Phosphor in die KulturgefaBe wurde der 
Sauerstoffdruck noch weiter erniedrigt, auf 10 °°,. Diese Sauerstoff- 
drucke reichen fiir eine auch nur kurz dauernde Atmung nicht aus. 
Das Sarkom konnte bei beiden Konzentrationen unter Erhaltung der 
Bosartigkeit und mit lebhaften Wachstumserscheinungen 48 Stunden 
gezichtet werden, normale Fibroblasten wiesen sehr spirliches, fast 
nur aus vereinzelten Sprossen bestehendes Wachstum auf. 

Zu unseren Versuchen dienten besondere KulturgefaiBe (Abb. 3), 
welche das Durchleiten des Gasgemisches mittels zweier seitlicher, 
durch Hahne verschlieBbarer Zufiihrungen gestatten. Die GefaBe 
enthalten auBerdem noch einen Einsatz zur Aufnahme eines Sauerstoff 
absorbierenden Mittels. 


Abb. 3. 
Ziichtungsgefals: Unterteil; 
H = Helm mit Zu- und Ab- 


AH \ fihrung zum Durehleiten von 

RP Gasen: - = Einsatz (zur Auf- 

nahme des Sauerstoffabsorbens) ; 

Lot R = Drehbare Retorte (zum EFin- 





kippen von Substanzen wiihrend 
des Versuchs). 











Kultur- und Nahrmaterial sowie die Art des Ansetzens der Kulturen 
waren die gleichen, wie sie oben fiir die manometrischen Stoffwechsel- 
versuche beschrieben wurden. Da bei Verwendung von EE. oft Plasma- 
verfliissigungen auftraten, wurde hauptsichlich Serum als Nahr- 
fliissigkeit benutzt. 


oO 


Im Gasraum befand sich 5°, CO, in Ny. Zur Entfernung des dem 
gewOhnlichen, kauflichen Stickstoff noch in einer Héhe von etwa 04°, 
beigemengten Sauerstoffs wurde das Gasgemisch in einem 50 em langen 
Quarzrohr tiber erhitzte, aber nicht gliihende Kupferspaine geleitet bei 
einer Temperatur von 450°*. Die Verbindungen wurden durch Bleirohre 
hergestellt unter mdglichster Ausschaltung von Schlauchen. Es wurde 
davon abgesehen, Phosphor in die KuilturgefaéBe mit einzuschlieBen. Es 
lassen sich bei dem hohen Dampfdruck des Phosphors Schaidigungen, wie 
sie z. B. in der Herabsetzung der Glykolyse von roten Blutkérperchen von 
O. Meyerhoj beobachtet wurden, nicht mit Sicherheit ausschlieBen, wenn- 
gleich F. Wind einen schadigenden EinfluB bei bésartigen Zellen nicht 
beobachtet hat.  Dagegen wurde der Einsatz des GefaBes mit 0.2 cem 
Chromchloriir als Sauerstoffabsorbens beschickt, welches nach den Angaben 
von Negelein' hergestellt und bis zur Verwendung unter Stickstoff auf- 


* Optimale Temperatur nach persénlichen Angaben von Herrn Prof. 
L. Michaelis. 
1 0. Warburg, F. Kubowitz u. W. Christian, diese Zeitschr. 249 170. 1931. 
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bewahrt wurde. Das Gas wurde nach dem Passieren der Kulturgetabe aut 
seinen Sauerstoffgehalt gepriift. Es ergab sich, dali Phosphor nicht mehr 
leuchtete, was nach den Angaben von Wind einem Sauerstoffgehalt) von 
10-5°. entsprechen wiirde. In spateren Versuchen. deren Ergebnisse hie 
lediglich verwandt wurden, wurde statt des gewohnlichen Stickstotts 
Reinstickstoff der Osramwerke benutzt. welcher nach den Angaben der 
Fabrik frei von Spuren Sauerstoffs ist. Bei Priiftung mittels Trypaflavin- 
Silicagel nach Kautsky! liegt sein Sauerstotfgehalt bei etwa 10-5°.. Da 
es sich nicht vermeiden laBt, dai beim Mischen mit WKohlensiure wieder 
Sauerstoffspuren in das Gemisch hineingelangen, wurde es ebenfalls Uber 
auf 450° erhitztes Kupfer geleitet. Die Priifung dieses Gemiisches nach 
Koutsky nach Verlassen der KulturgefaBe ergab einen Sauerstottgehalt 
von etwa 10-4° 

Die KulturgeféaBe werden auf einer besonders konstruierten Wippe 
befestigt und im Brutschrank wahrend der ganzen Dauer der mehrtagigen 
Versuche geschiittelt.. Die Wippe wird durch einen auberhalb des Brut- 
schrankes befindlichen Motor bewegt. Das Schiitteln der Kulturen ist 
hei den Anaerobioseversuchen sehr wesentlich. Geschittelte Kulturen 
wachsen besser als ruhig stehende. Durch das Schiitteln wird verhiitet, 
daB sich in der unmittelbaren Umyebung der Kulturen saure Stotfwechsel- 
produkte ansammeln, durch welche indirekt ein Wachstumesstillstand 
hervorgerufen wird, der nicht durch die Anaerobiose als solche bedingt ist. 

Ferner muB beriicksichtigt werden, daB die FlachenvergréBerung 
von Gewebekulturen kein MaB fiir die Wachstumszunahme darstellt *. 
Sie kann lediglich zur qualitativen Beurteilung herangezogen werden, 
ob tiberhaupt Wachstum stattfindet und ob dies Wachstum als ,.gut™ 
oder ,,schlecht** zu bezeichnen ist. Infolgedessen wurden neben der 
planimetrisch gemessenen FlachenvergrOBerung stets die Endgewichte 
der mit Pepsin aus dem Plasmacoagulum herausgelésten Kulturen 
bestimmt. 

Orientierende Versuche ergaben folgendes: Bringt man die Kulturen 
sofort nach dem Einsetzen in die KulturgefaBe in Stickstoff unter 
Hinzufiigen von Chromchloriir in den Einsatz, so tritt keinerlei Wachs- 
tum auf. LaBt man das Chromchloriir fort, so tritt bisweilen, aber nicht 
konstant, eine betrachtliche FlachenvergréBerung auf. Bei halbierten 
Kulturen konnte bisweilen auch eine Gewichtszunahme der nach 
mehreren Tagen herausgelésten Kulturen im Vergleich zu dem Anfangs- 
gewicht der anderen Kulturhalften festgestellt werden. Die Unregel- 
maBigkeit der Versuchsergebnisse konnte darauf zuriickgefiihrt werden, 
daB die benutzten Kulturen Stéimmen angehérten, die bis zum Versuchs- 
beginn verschieden lange Zeit geziichtet waren und sich zwischen der 
5. und 60. Passage in vitro befanden. Altere Passagen, etwa von der 
20. Passage an, ergeben schlechteres, unregelmabiges Wachstum = in 
Stickstoff als Kulturen jiingerer Passagen. Es wurden deshalb im 


1H. Kautsky, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 64, 2053, 1981. 
2 H. Laser, Zeitschr. f. Krebsforseh.. im Druck. 
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wesentlichen Kulturen zwischen der 5. und 15. Passage benutzt. Die 
Ergebnisse bei alteren Kulturen werden jedoch ebenfalls diskutiert. 

Tatsichlich wachsen auch junge Kulturen nicht, wenn man_ bei 
Versuchsbeginn strengste anaerobe Bedingungen durch Hinzufiigen 
von Chromchloriir schafft, welches nach SchlieBen der GefaBe bei Be- 
ginn des Schiittelns auch die letzten Sauerstoffspuren an sich reibt. 
LaBt man jedoch das Chromchloriir fort, so wachsen die Kulturen 
recht gut. Abb. 4 zeigt die Flachenausdehnungskurve eines derartigen 


Gr ——— 1 


9 Abb. 4 
S ae | Versuch Nr. 8265. Fliichenausdehnungs- 
Te eee | kurve, 9.84  lineare Vergriferung. 
$s | Summe von 5 Kulturhilften in Serum. 
& | Im Gasraum 59, CO. in Ny sofort ab 
L. . ae = Versuchsbeginn. Endtrockengewicht 
0 7 4 


020mg. Trockengewicht der 5 anderen 
Halften bei Versuchsbeginn 0,14 mg. 


lege 
Stickstoffversuchs (5 Kulturhalften). Thr Endgewicht betrug am 
4. Tage 0,20 mg, das Anfangsgewicht der fiinf dazugehérigen Halften 
0,14 mg. Eine Massenzunahme ist feststellbar, jedoch ist sie nicht ganz 
so grob, wie sie nach unseren Erfahrungen in Sauerstoff gewesen ware. 
Dies wird ferner durch den in Abb. 5 wiedergegebenen Versuch demon- 
striert. Er zeigt die Flachenausdehnung von je fiinf Kulturhalften 
in 5°, CO, in N, ohne Chromchloriir (sofort ab Versuchsbeginn) und 
in 5%, CO, in O,. Die Endgewichte betragen in Stickstoff 0,16 mg, 
in Sauerstoff 0,20 mg. Die Anfangsgewichte diirften fiir je fiinf Kultur- 
halften 0,10 mg betragen haben. 








_ , 
| 7 | 
} 5 
20 a Abb. 5. 
Fa | Versuch Nr, 9224. Flichenausdehnungs- 
‘k 5 | kurven, 9.81 & lineare Vergrifierung. 
= | Summe von je 5Kulturhiilften in Serum. 
. gs " 
& 70 ] Kurve [: 5°) COs in O., Endtrocken- 
s 2 2 
3s | gewicht 0,20 mg. 
& a es mes | 
5 al H | Kurve 11: 5%, CO, in No» (sofort ab 
Versuchsbeginn), Endtrocken- 


gewicht 0,16 mg. 
ee eee: Vee ay 
0 7 2 3 7 
Tage 

Aus diesen Versuchen kann man zunachst schlieBen, daB ein ge- 
wisses, wenn auch beschranktes Wachstum von Kulturen normaler 
Gewebe in Stickstoff méglich ist. Der Unterschied, daB bei strengsten 
anacroben Bedingungen (mit Chromchloriir im Einsatz) gar kein Wachs- 
tum auftritt, dagegen mehr oder weniger starkes Wachstum schon 
dann, wenn das Chromchloriir fortgelassen wird, legte den Gedanken 
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nahe, daB es sich bei dem Eintritt des Wachstums um eine Sauerstoff- 
katalvse handelt. Das Wachstum wiirde demnach, wenn erst gewisse 
Stoffwechselprozesse in’ Sauerstoff cingeleitet) sind, wozu_ vielleicht 
die aus dem Medium nicht entfernbaren Spuren ausreichen, auch in 
Stickstoff fortgesetzt werden kénnen. Ist das der Fall, dann miibte 
sich ein klares und regelmabigeres Bild ergeben, wenn man die Kulturen 
einen ganzen Tag in Sauerstoff wachsen und erst dann die Stickstoff- 
periode beginnen laBt. 

Abb. 6 zeigt einen derartigen Versuch mit je fiinf Kulturhalften. 
Die Anfangsflachengr6Ben sind (bei zehnfacher linearer VergréBerung) 
5,2 qem (1) und 4,8 qem (11). Im Gasraum befand sich 52, CO, in O,, 


Abb. 6. IO - 
Versuch Nr. 8035/36. Flachenausdelinungskurven, | ah 
9.86 & lineare Vergroterung Summe von je %, ae 
6 Kulturhilften in Serum. R20 — 
Kurve 1: 5% 9 CO, in O,. Endtrockengewicht iS — aq 
am 5. Tage 0.286 mg. D | 
Kurve I]: 24 Stunden 599 CO, in Og, danach 870 
Fiillen des Gasraums mit 5° 9 COs» & war 
in Ny sowie des Einsatzes mit ie | 
Chromehloriir Endtroekengewicht 0 7 2 —7 y $ 
am 5. Tage 0,278 mg. Tage 


als Nahrmedium diente Serum. Nach 24 Stunden zeigten die Kulturen 
beider GefaBe gleich groBe Flachenausdehnung. Durch eines der Gefaibe 
(Kurve I1) wurde darauf Stickstoff mit 5°, CO, geleitet und wahrend 
des Durchleitens des Gases der Einsatz des GefaBes durch die seitliche 
Zufiihrung mittels ciner Spritze mit Chromchloriir beschickt. — Es 
zeigt sich nun, daB die Kulturen in Stickstoff sehr gut weiter wachsen. 
Zwar werden ihre Flaichen nicht ganz so groB wie die der anderen 
Halften in Sauerstoff. Das liegt daran, daB das Bestreben der Zellen, 
sich auszubreiten und zu wandern, um moglichst gut mit Sauerstoff 
versorgt zu werden, fortfallt. Es wurde ferner wiederholt beobachtet, 
daB in Sauerstoff gewachsene und gut ausgebreitete Kulturen zusammen- 
schrumpfen, wenn man den Sauerstoff durch Stickstoff ersetzt. Die 
Gewichtsbestimmungen der in Stickstoff.  gewachsenen Kulturen 
(0.278 mg) ergeben jedoch gleich groBe Werte wie die der Kulturen in 
Sauerstoff (0.286 mg). Die Differenz von 3°,, liegt innerhalb der Fehler- 
grenzen. Bisweilen sind die Gewichte der Kulturen in Stickstoff sogar 
etwas grOBer als in Sauerstoff. 

Diese Versuche zeigen, daB Kulturen normaler Gewebe, die nach 
dem Ansetzen einige Zeit in Sauerstoff gelebt haben, innerhalb der 
Versuchsdauer von 5 bis 6 Tagen anaerob ebensoviel Protoplasma 
synthetisieren, namlich cine ebenso groBe Massenzunahme aufweisen 


kénnen wie in Sauerstoff. 
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Kine Entscheidung dariiber, ob hierzu eine kurze Sauerstoffvor- 
periode im Sinne einer Katalyse erforderlich ist oder ob andere Um- 
stiinde vorliegen, war hierdurch noch nicht getroffen. Die Tatsache. 
daB unter den strengsten méglichen anaeroben Bedingungen bedeutend 
besseres Wachstum eintritt, wenn die Kulturen vorher einige Zeit in 
Sauerstoff gewachsen sind, als wenn sie sofort nach dem Ansetzen 
in Stickstoff kommen, lieB daran denken, da durch das Umsetzen 
der Kulturen eine Schaidigung gesetzt wird und dab der Moment 
des Umsetzens ungeeignet fiir den Beginn eines derartigen Versuchs 
mit Stickstoff sei. Um dies zu klaren, wurde folgender Versuch aus- 
gefiihrt (Abb. 7). 
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Versuch Nr. 9338/39.  Flichenausdehnungskurven, 9,84 X lineare Vergriiierung. Summe yon 
je 5 Kulturhilften. 

Kurve [: In Tyrodelisung. Im Gasraum 5% 9 COQ, in Os. Vem 3. Tage an (gestrichelter Teil 
der Kurvye: —--—) besteht die Peripherie nur aus wenigen auseinanderliegenden 
Zellen. Endtrockengewicht 0,08 mg (keine Gewichtszunahme). 

Kurve Il: in Tyrodelésung. Im Gasraum: 0. bis 2. Tag 5%,» CO. in Og. Am 2. Tage Ein- 
leiten von 5°, CO, in No. Zusatz von Chromehloriir in den Einsatz. Am 3. Tage 
Einkippen von 0,2 cem verdiinnten EK. Endtrockengewicht 0,135 mg. 


Je fiinf Kulturhalften kommen in ein GefaB. Die Kulturen werden 
nicht mit Nahrfliissigkeit, sondern mit Tyrodelésung tiberschichtet. Das 
Wachstum, das die Kulturen hierin zeigen, entspricht ihrer sogenannten 
Residualenergie. Die Flachenvergr6Berung kommt hauptsachlich durch 
Auswanderung von den Schnittrandern zustande, doch tritt auch eine 
geringe Massenzunahme auf, indem die Zellen in ihnen selbst angehaufte 
Nahrstoffe verbrauchen und eine beschrankte Anzahl von Teilungen noch 
ablauft. 

Wahrend der ersten 24 Stunden sind im Gasraum beider GetaiBe 5‘ 
CO, in O,. Nach 24 Stunden wird ein GefaéB mit Stickstoff (5°, CO, in N,) 
und der Einsatz mit Chromehloriir gefiillt. Das residuelle Wachstum ist 
analog den fritheren Versuchen mit Serum auch jetzt in N, und in QO, fast 


gleich. Nach weiteren 24 Stunden, also am zweiten Tage. wird in dem 
StickstoffgefaB Embryonalextrakt hinzugefiigt. Dies geschieht entweder 


durch Einkippen des EE. aus einem Anhang oder durch die seitliche Zu- 
fiihrung wahrend erneuter Stickstoffdurchstr6mung. Es ergab sich, dal 
die Kulturen in Stickstoff die Fabhigkeit haben, den zugesetzten EE. zu 
verwerten. Das weitere residuelle Wachstum der Kulturen in Sauerstoff 


war nur sehr sparlich, die Peripherie besteht aus einzelnen, weit auseinander 
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liegenden Zellen. Dagegen sind die Kulturen in Stickstoff mit KE. gréber 
und ganz dicht, fast dick bis zur auBersten Grenze. Die Endgewichte 
betragen am sechsten Tage in Sauerstoff 0,08 mg, in Stickstoff 0,135 mg. 
Die Kulturen in Sauerstoff diirften demnach iiberhaupt kaum eine Gewichts- 
zunahme aufzuweisen haben, die Gewichtszunahme der Kulturen in Stick- 
stoff, die vom dritten bis sechsten Tage EE. hatten, entspricht der tblichen 
Gewichtszunahme in 3 Tagen in Sauerstoff. 


. 


Dieses Ergebnis, daB in Stickstoff lebende Kulturen auf Zugabe 
von EE. mit einer zusitzlichen Wachstumssteigerung reagieren, beweist, 
daB das schlechte Wachstum bzw. das Ausbleiben von Wachstum, wenn 
man die Kulturen sofort nach dem Umsetzen in Stickstoff bringt, mit der 
Manipulation des Umsetzens zusammenhingt. Die oben gediuBerte An- 
nahme, da die Kulturen in diesem Moment geschaidigt und zum Beginn 
von Stickstoffversuchen nicht geeignet sind, besteht demnach zu Recht. 

AuBer den Versuchen mit Bindegewebe wurden noch einige mit 
Epithel und Leucocyten angestellt. 

Zur Gewinnung von Leucocyten wird Hiithnerblut in paraffinierten 
{6hrchen zentrifugiert und das Plasma abpipettiert. Die Leucocyten 
sitzen dann auf den roten Blutkérperchen als weibe Schicht, welche 
nach Hinzufiigen von 1 Tropfen EE. im ganzen herausgenommen 
werden kann. Sie wird in kleine Stiicke zerteilt, welche wie jedes andere 
Gewebe in die KulturgefaiBe gesetzt werden. Die Emigrationszone der 
Leucocyten ist in Stickstoff ebenso groB und dicht wie in Sauerstoff, 
und zwar auch dann, wenn man Stickstoff und Chromchloriir sofort 
ab Versuchsbeginn anwendet. 

Das benutzte Epithel war Irisepithel von 12 Tage alten Hiihner- 
embryonen. Es war bis zur Verwendung im Versuch etwa 10 Passagen 
als Deckglaskultur geziichtet. GemaB seiner Bindegewebe gegeniber 
langsameren Wachstumsgeschwindigkeit wurde die Stickstoffperiode 
gewohnlich erst am 2. Tage begonnen. Das Epithel verhielt sich ebenso, 
wie es oben fiir Bindegewebe beschrieben wurde. Die Flachenaus- 
dehnungskurven zeigten keine Abweichungen gegentiber den Kontroll- 
halften in Sauerstoff. Gewichtsbestimmungen wurden nicht vor- 
genommen, da sich die sehr diinnen, bisweilen einschichtigen Epithel- 
kulturen nicht in gleicher Weise gut mittels Pepsin aus dem Plasmaboden 
herauslésen lassen wie die Bindegewebskulturen. Unter Beriicksichtigung 
der Flichenausdehnung, welche man bei dem Wachstumsmodus von 
pflastersteinartig aneinanderliegenden Epithelzellen eher als bei Binde- 
yewebe als Ma des Wachstums ansehen kann, ergibt sich, daB Epithel! 
ebenso wie Bindegewebe faihig ist, anaerob zu leben und innerhalb 
einer gewissen Zeit cbensoviel zu wachsen wie in Sauerstoff. 

Es wurde ferner in Stickstoff eine besonders starke Bildung von 
braunem Pigment durch die geziichteten Irisepithelzellen gefunden. Das 
hierbei gebildete Pigment kann demnach kein Oxydationspigment sein. 
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Normale Gewebe leben und wachsen also in der Kultur langere 
Zeit anaerob. In der weiteren Verfolgung dieses Befundes wurde der 
EinfluB8 von Blausdure auf Gewebekulturen gepriift. O. Warburg! hat 
mit m 1000 KCN beiembryonalen Hiihnerherzen eine partielle Atmungs- 
hemmung und einen dem Tumorstoffwechsel ahnlichen Stoffwechsel- 
tvpus hervorgerufen. In unseren eigenen Versuchen ergab m L0OO KCN 
in den meisten Fallen keine meBbare Atmung mehr. Méglicherweise 
ist jedoch noch ein kleiner Rest, eventuell der durch Blausdiure un- 
vergiftbare Anteil ubriggeblieben. Denn die anaerobe Glykolyse ist 
ein wenig gréBer als die aerobe, z. B. Q* 35, Vy? == 25. Mit Sicher- 
heit reicht jedoch dieser Atmungsrest energetisch zu aerobem Wachstum 
nicht aus. 

Abb. 8 zeigt einen Versuch mit m/1000 KCN in Serum. Die Blau- 
siure wurde am |. Tage hinzugegeben. Im Gasraum befand sich 5 °,ig 
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1000 j 
7] 7 2 é ¢ g 
Tage 
Abb. 8. 


Versuch Nr. 9960/61. Flichenausdehnungskurven, 10,0 < lineare Vergrifierung. Summe von 
je 5 Kulturhalften in Serum. 

Kurve 1: 5°) COs in Oy, Endtrockengewicht 0,14 mg. 

Kurve II: 5% 9 CQ, in Os, am 1. Tage Zusatz von n/1000 KCN, Endtrockengewicht 0,13 mg. 


CO, in O,. Die Hemmung der Flachenausdehnung der Kulturen mit 
Blausaure ist etwas gréBer als von Kulturen in Stickstoff gegeniiber 
Sauerstoff. Die Gewichtszunahme ist jedoch die gleiche. Bei starkeren 
Konzentrationen von Blausiure (KCN n/500, Abb. 9) ist neben der 
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Abb. 9. 


Versuch Nr. 9747/48. Flachenausdehnungskurven, 9,8 < lineare Vergriferung. Summe von je 
5 Kulturhalften in Serum. 

Kurve I: 5%/) COs in O., Endtrockengewicht 0,197 mg. 

Kurve Il: 5% 9 CO, in Og, am 1. Tage Zusatz von n/500 KCN, Endtrockengewicht 0,165 mg. 


1 O. Warburg, K. Posener, E. Negelein, diese Zeitschr. 152, 309, 1924. 
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geringeren Flichenausdehnung auch eine etwas geringere Gewichts- 
zunahme festzustellen. Dies ist dadurch zu erklaren, daB bei n 500 KCN 
neben der vélligen Atmungshemmung auch eine Hemmung der Glykolyse 
um etwa 25 bis 40°, auftritt. Ersetzt man bei den Blausdiureversuchen 
den Sauerstoff durch Stickstoff (Abb. 10), so ist die Flachenausdehnung 
in Stickstoff geringer als in Sauerstoff, aber die Gewichte sind gleich grob. 


8s 


Hache incm? 
& a 


KON Gy + Me 
eo ee ee oe 4% 
Tage 
Abb. 10. 


Versuch Nr. 8367/68. Flichenausdehnungskurven, 9,8 X lineare Vergrifierung. Summe von je 
5 Kulturhalften in Serum. 
Kurve 1: 5%, CO, in O9, am 1. Tage Zusatz yon n/1000 KCN, Endtrockengewicht 0,20 mg. 
Kurve II: 24 Stunden mit 5°, CO, in Og, am 1. Tage 5°), CQ», in Nog, Chromehloriir im Ein- 
satz. Zusatz von n/1000 KCN, Endtrockengewicht 0,20 mg. 


Diskussion. 


Der beschriebene Stoffwechseltvpus von normalen wachsenden 
Fibrolasten gleicht dem, den O. Warburg! nach Untersuchungen an 
Tumorschnitten als fiir Tumoren kennzeichnend gefunden hat. Er 
besteht darin, daB die Gewebe trotz der Atmung glykolysieren. Das 
Hauptgewicht ist hierbei auf die aerobe Glykolyse zu legen, da anaerobe 
Glykolyse auch embryonales Gewebe zeigt. In Sauerstoff dagegen 
verschwindet bei ganzen Embryonen (nicht bei Schnitten oder Herz- 
gewebe) die Giykolyse. Die Atmung ist im Falle der normalen erwach- 
senen und embryonalen Gewebe imstande, die Glykolyse zum = Ver- 
schwinden zu bringen, nicht dagegen bei Tumoren. Daraus zieht O. War- 
burg den SchluB, daB im Falle der Tumoren eine Atmungsschdadiqung 
als verantwortlich fiir den Tumorstoffwechsel und somit fiir das Ent- 
stehen der Tumoren anzusehen sei. 


Die aerobe Glykolyse normaler Gewebe in vitro ist schon friiher 
beobachtet und beschrieben worden. F. Demuth und R. Meier? fanden 
bei Kulturen normaler Gewebe (in Flaschenkulturen) aerob Milchsaure- 
bildung, die sie auf chemischem Wege nachwiesen, desgleichen hat 
Krontowski*® die aerobe Bildung von Milchsiure in der Deckglaskultur 


1 O. Warburg, Stotfwechsel der Tumoren. Berlin. J. Springer, 1926 
2 F. Demuth u. R. Meier, diese Zeitschr. 212, 399, 1929. 
3 4. Krontowski, Arch. f. exper. Zellforsch. 11, 93, 19381. 
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festgestellt. Wenn es in diesem Falle noch zweifelhaft sein konnte. 
ob in der Deckglaskultur bei dem sehr kleinen Gasraum im Verhiltnis 
zum Plasmatropfen nicht bald Sauerstoffmangel. also in gewissem Sinne 
anaerobe Bedingungen auftreten, so glaubten Demuth und Meier einen 
Sauerstoffmangel mit Sicherheit ausschlieBen zu kénnen. Infolge des 
Fehlens einer exakten GréBe fiir den Atmungsquotienten konnten 
jedoch auch sie die Méglichkeit einer Atmungsschadigung, die fiir das 
Auftreten der aeroben Glykolyse verantwortlich ware, nicht ausschlieBen, 
An aus dem Medium herausgeschnittenen und in Serum suspendierten 
Fibroblasten haben ferner auch Warburg und Kubowitz! eine aerobe 
Glvkolyse bei Qo,-Werten von 12 bis 25 gefunden. 


Bekanntlich kinnen Gewebekulturen unbegrenzt in vitro geziichtet 
werden. Es existiert der sogenannte Carrelsche Fibroblastenstamm, 
der jetzt mehr als 20 Jahre alt ist. Diese Tatsache allein muBte gegen 
die Annahme sprechen, daB die Ziichtung als solche mit einer Atmungs- 
schadigung verbunden sein muB. Denn dann miiBte eine Dauerziichtung 
in vitro iberhaupt nicht méglich sein, weil die in ihrer Atmung ge- 
schidigten Kulturen beim Umsetzen jedesmal einer neuen mechanischen 
Schadigung ausgesetzt schlieBlich ihre Proliferationskraft einbiiBen 
und sterben wirden. Abgesehen von diesem indirekten Beweis sprechen 
die gefundenen Werte der Atmung durchaus dafiir, daB8 ihre Héhe 
dieselbe ist wie bei jedem anderen normalen ungeschadigten Gewebe 
oder Gewebsschnitt. Im Moment des Einsetzens der Kultur und nach 
dem Abklingen der hauptsiachlichsten Flichenausdehnung ist der 
Q..-Wert 12 bis 15, ist also um ein Vielfaches héher als der von Mus- 
kulatur oder Bindegewebe des erwachsenen Korpers. Er entspricht 
den Werten, die O. Warburg? fiir das embryonale Hiihnerherz gefunden 
hat. In der Zeit der gréBten Flachenausdehnung, wo er bis auf 30 
steigen kann, entspricht er der hohen Atmung parenchymatéser Gewebe 
(Leber und Niere). Wir glauben uns deshalb zu der Annahme berechtigt, 
daB die Ziichtung in vitro keine Atmungsschidigung bedingt. Der 
Oxydationsquotient ist 1,4 (s. Tabelle I). Demnach ist die aerobe 
Glvkolyse nicht auf eine Atmungsschadigung zuriickzufiihren, sondern 
mu in diesem Falle als physiologisch angesehen werden. O. Warburg? 
gibt eine Klassifizierung der Gewebe nach der GréBe des Wertes U, 
welcher den Uberschu8 der anaeroben Glykolyse iiber die doppelte 
Atmung bedeutet (U = Q\¥p —2Q,.). Bei normalen Geweben ist 
dieser Wert stets negativ bis 0, bei Tumoren positiv. Eine Ausnahme 
bilden Erythrocyten, Leucocyten und Retina. Nach unseren oben 


10, Warburg u. F. Kubowitz, diese Zeitschr. IS9, 242, 1927. 
20, Warburg, ebenda 184, 484, 1927. 
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beschriebenen Versuchen ist der Wert fiir normales Bindegewebe 
stets positiv. Also auch hierin besteht eine Parallele zam Stoffwechsel 
der Tumoren (s. Tabelle I). 


aerobe Gly kolvse 
. 


Betrachtet man weiterhin das Verhaltnis 
Atmung 


ergibt sich auch hier eine Parallele zum Stoffwechsel der Tumoren. 
Warburg’ hat am Flexrner-Jobling-Rattentumor hierfiir 3,9 gefunden. 
Der Wert fiir Bindegewebe in unseren Versuchen ist 1,6. Rechnet 
man Glykolyse und Atmung auf den Zucker, der in beiden Fallen 
verbraucht wird, um und bestimmt das Verhaltnis sn en : 
Zuckeroxydation 
so mu man die Zah! 1,6 mit 3 multiplizieren (1 Mol Milchsaure zeigt 
die Spaltung eines halben Molekiils Zucker, 1 Mol veratmeter Sauer- 
stoff die Oxydation eines Sechstel Molekiils Zucker an). Es ergibt sich 
dann fiir normales Bindegewebe der Wert von 5, der besagt, daB von 
sechs angegriffenen Zuckermolekiilen eines oxydiert, der Rest gespalten 
wird. Demnach ist auch der Stoffwechsel normalen Bindegewebes 
in vitro vorwiegend ein Spaltungsstoffwechsel. Was die Anaerobiose- 
versuche betrifft. so lag bisher kein Befund dariiber vor, das Warm- 
bliitergewebe langere Zeit in Stickstoff leben oder gar wachsen kénnen 

mit Ausnahme der Tumoren. Im Falle der Tumoren, so nimmt 
O. Warburg an, ist die Fahigkeit zur Anaerobiose im Tumor durch 
Auslese von hierzu fahigen Zellen entstanden. Unsere eigenen Versuche, 
bei welchen in Stickstoff und mit Blausaure innerhalb von 4 bis 6 Tagen 
ebenso groBe Wachstumszunahme auftritt wie in Sauerstoff, lassen 
die Annahme nicht zu, daB hierbei eine Auslese der zu anaerobem 
Wachstum befahigten Zellen stattgefunden hat. Vielmehr muB ge- 
schlossen werden, daB auBer den Tumorzellen alle Zellen die Fahigkeit 
besitzen, eine gewisse Zeit anaerob mit Hilfe der Glykolyse zu wachsen, 
sich zu teilen und zu vermehren, wenn sie, wie in der Gewebekultur, 
dem Regulationsmechanismus des Koérpers entzogen sind. 


Die Fahigkeit, sowohl auf Kosten der Atmung wie der Glykolyse, 
gleichsam mit doppelter Sicherung, leben zu kénnen, muB demnach 
als die primaire Fahigkeit aller Zellen angesehen werden.  Erst der 
ZusammenschluB zum Ganzen, zum Organismus, 1éBt die Glykolyse 
zu sekundarer Bedeutung herabsinken. Sie erwacht wieder und tritt 
in Funktion, wo Proliferationsprozesse auftreten, in entziindlichem 
Gewebe, in gutartigen Geschwiilsten und in Tumoren. Wahrend der 
glvkolytische Stoffwechsel des entziindlichen Gewebes wieder zur 
Norm, d.h. zum oxydativen Typus zuriickkehrt, sobald die Entziindung 


' O. Warburg, K. Posener u. E. Neqgelein, diese Zeitschr. 152, 309, 1924. 
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abgeklungen ist, persistiert er im Falle der Tumoren. Sie sind gleichsam 
Gewebekulturen in vivo und unterliegen nicht mehr der Gesamt- 
regulation des Organismus. 

In dieser mangelhaften Fahigkeit, auf den vielfaltigen Regulations- 
mechanismus des Kérpers anzusprechen, welcher den oxydativen 
Typus des Stoffwechsels bedingt, sehen wir die charakteristische Eigen- 
tiimlichkeit der Zellen der bésartigen Geschwiilste, fiir deren besonderen 
Stoffwechseltypus eine Atmungsschidigung nicht erforderlich und 
verantwortlich zu sein braucht. 

Kine Umwandlung normaler Zellen in vitro in Tumorzellen unter 
dem EinfluB der Stickstoffperiode konnte nach dem mikroskopischen 
und biologischen Verhalten in vitro ausgeschlossen werden.  Jedoch 
sind Versuche mit Uberimpfung von in N, geziichteten Kulturen auf 
Tiere noch im Gange. 

Anmerkung. Nach AbschluB dieser Arbeit erschien eine Verdéffent- 
lichung von F’, Lipmann', die sich mit dem gleichen hier behandelten Thema 
mittels ahnlicher Methoden befaBt. Die angegebenen Werte fiir Atmung 
(Qo,), aerobe Glykolyse (QS?) und anaerobe Glykolyse (Q¥*) stimmen mit 
unseren bereits friiher* und hier mitgeteilten in der GréBenordnung iiberein, 
auf den zweiten Tag des Wachstums in vitro bezogen (nahere Angaben 
dariiber sind nicht gegeben), stimmen sie sogar absolut iiberein. Die Tat- 
sache, daB in den Versuchen von Lipmann unter praktisch anaeroben 
Bedingungen das Wachstum von Fibroblasten stark herabgesetzt ist, so 
daB nur eine geringe Flachenvergr6Berung, dagegen manometrisch kein 
Anstieg der Umsatzgr6Be gefunden wurde, fiihren wir darauf zuriick, dal 
1. Phosphor in die GefaBe getan wurde, und daB 2. mit der Stickstoffperiode 
unmittelbar nach dem Umsetzen begonnen wurde, zu einem Zeitpunkt, 


- in dem die Kulturen (s. diese Arbeit) alteriert und nicht in der Lage sind, 


gutes Wachstum anaerob zu beginnen. 


Fraulein Ursula Wagner danke ich bestens fiir die geleistete technische 
und experimentelle Hilfe. 


Zusammenfassung. 

Der Stoffwechsel wachsender normaler Hiihnerfibroblasten in 
vitro gleicht dem von tiberlebendem Tumorgewebe. Bei relativ hoher., 
intakter Atmung besteht eine groBe aerobe Glykolyse. Desgleichen 
ist die anaerobe Glykolyse groB. Die untersuchten normalen Gewebe 
(Bindegewebe, Epithel und Leucocyten) kénnen laingere Zeit anaerob 
wachsen und leben. Bindegewebe weist anaerob (in N, oder mit Blau- 
siure) innerhalb 4 bis 6 Tagen die gleiche Gewichtszunahme auf wie 
in Sauerstoff. 


' BF. Lipmann, diese Zeitschr. 261, 157, 1933. 
* H. Laser, ebenda 251, 2. 1932; Klin. Wochenschr. 12, 754. 1933. 
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Die Synthese der zweisiurigen Triglyceride 
von Palmitinsiure und Myristinsiure. 


VI. Mitteilung iiber Insektenwachse. 


Von 
Fr. N. Schulz und Max Becker. 
(Aus der pliysiologisch-chemischen Abteilung Jena.) 


(Eingegangen am 12. Juni 1935.) 


Die Untersuchung des auBerlich wachsihnlichen Schutzstoffes 
der Blutlaus (Schizoneura lanigera) fiihrte zu der Annahme, dal es 
sich wohl um ein Triglycerid zweier gesattigter Sauren, etwa Palmitin- 
siure und Myristinsdure, handele'. Da die Beschaffung einer genugenden 
Menge von ,,Schizoneurawachs* unmdéglich war, blieb nur ein Vergleich 
der aduBeren Eigenschaften mit denen wohl definierter gemischtsauriger 
Glyceride iibrig. Eine ganze Reihe solcher Glyceride sind bekannt und 
synthetisch hergestellt, jedoch ist die Synthese der zunichst in Frage 
kommenden Glyceride von Palmitinsiure und Myristinsiure, soweit 
ersichtlich, noch nicht ausgefiihrt worden. 

A. Bomer und Kk. Schneider® erwaihnen, dab sie bei der systematischen 
Fraktionierung des Palmkernfettes in sehr geringer Menge ein Palmito- 
dimyristin (F. = 45,2°) und ein Myristodipalmitin (F. = 51,4°) erhalten 
hitten. Das erstere Glycerid fanden A. Bémer und J. Bawmann® in sehr 
kleiner Menge auch im Cocosfett, doch waren alle diese Praparate nicht 
vollig rein, und eine genauere Identifizierung lag damals auberhalb des 
Interesses. 

Es bestand also die Aufgabe, die vier theoretisch méglichen Tri- 
glyceride, die gleichzeitig Palmitinsiure und Myristinsaure enthalten, 
synthetisch darzustellen. So konnte einmal die in der Systematik der 
Fette bestehende Liicke ausgefiillt werden und zweitens Vergleichs- 
material mit dem Schizoneurawachs gewonnen werden. 

Folgende Glyceride sind méglich: 

1. «-Palmito-z’, /-dimyristin, 2. a-Myristo-2’, /}-dipalmitin, 
3. /-Palmito-z, «’-dimyristin, 4. /-Myristo-«, x’-dipalmitin. 


1 Fr. N. Schulz, diese Zeitschr. 130, 252, 1922; Fr. N. Schulz u. M. Becker, 
ebenda 261, 165, 1933. 

2 Zeitschr. f. Nahrungsm. 46, 61, 1924. 

3 Ebenda 40, 97, 1920. 
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Die Synthese von 1. und 2. fiihrt nach Emil Fischer u. a. iiber das 
Acetonglycerin, dessen g-Stellung unbesetzt ist, zu x-Monofettsiure- 
glyceriden. Werden diese unter Vermeidung von Umlagerungen, 
d.h. Acylwanderungen, vollstindig verestert, etwa mittels Chinolin 
und Fettsaiurechlorid in Chloroformlésung bei niederer Temperatur, 
so erhilt man das eindeutig festgelegte Triglycerid. Zur Synthese 
von 3. und 4. geht man nach EL. Fischer und E. Pfdhler von x-Jod- 
hydrin (Alival)' aus. Dureh Acylierung kommt man zu_ «, f-Di- 
palmitojodhydrin bzw. x, 6-Dimyristojodhydrin. Bei der nun folgenden 
Abspaltung des Halogens mit Silbernitrit in alkoholischer Lésung 
wandert das f-Acyl an die Stelle des Jodatoms, so daB die x, «-Ver- 
bindung entsteht (2. Fischer). 


a, P-Dimyristojodhydrin (F. 42,59) und «, «- Dimyristin 
(F. = 63,8°) sind auf diesem Wege von uns erstmalig dargestellt worden. 

Die Acylierung der x, «-Diglyceride mit den entsprechenden 
Fettsaiurechloriden liefert dann die Triglyceride 3. bzw. 4.*. Vom 
a, «-Dimyristin ausgehend wurde in Ergiinzung der Synthesen Bémers 
auch das /-Lauro-z, «-dimyristin dargestellt. Die Eigenschaften und 
Konstanten der neu gewonnenen Glyceride sind aus der Tabelle er- 
sichtlich. 





Fettsiuren 


an . _ 600 || - 
Glyceride FP. VZ. Np r. MMG. no? 
Pp itodi srieat? 53.50 P a ; is J 
gPeimitedimgrinin $B | ape 14486) 45 —a0e 2578 1.450 
a ae sacantes 
OMeristedibalmitin 72, pogo |} 2161 1.4448) 53,50 | 46,9 1,481 
#$-Laurodimyristin . . . . 47.69 2423 1,4421 44° 218.9  1,4295 


VZ.: Verseifungszahl; MMG.: berechnetes mittleres Molekulargewicht 
des Fettsiuregemisches. 


Die Bestimmung des Brechungsindex im Abbéschen Refrakto- 
meter ergab Ubereinstimmung der Werte fiir die entsprechenden 
a- und §-Verbindungen innerhalb der MeBgenauigkeit. Auch die von 
Lund? aufgefundene gesetzmaiBige Beziehung zwischen dem ,, Brechungs- 
wert’ (Brechungsindex . 1000) eines Glycerides R,, dem des daraus 
abscheidbaren Gemisches von freien Fettsaiuren R, und der Ver- 


1 


Das Praéparat stellte die I. G. Farbenindustrie in freundlicher Weise 
zur Verfiigung, wofiir ihr auch an dieser Stelle herzlich gedankt sei. 

* Einzelheiten sind aus dem experimentellen Teil ersichtlich. 

2 Zeitschr. f. Nahrungsm. 44, 141, 1922. 
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seifungszahl (VZ.): RB, R, VZ..K,  (Proportionalitatsfaktor 
K, = 0,052) konnte bestatigt und zur Kontrolle und Charakterisierung 
der neu dargestellten Glyceride verwertet werden. 

Die Schmelzpunkte der synthetisch dargestellten Verbindungen 
liegen zum gréBten Teil auffallig hoch iiber denen der aus natiirlichen 
Fetten isolierten gleichartigen Glyceride. Beispiele!: 





Glycerid — Synthetisch 
Laurodimyristin* . . . . 40° a-Ldm. 45,39; 3-Ldm. 47.6° 
Palmitodimyristin. . . . 45,2° a-Pdm. 53,5°; 3-Pdm. 54,8° 
Myristodipalmitin. . . . 51,4° a-Mdp. 56,5°; f-Mdp. 56,8° 
Stearodipalmitin . . . . || 55°; 57,3; 58,5°; a-Stdp. 59,1°; 8-Stdp. 63,5° 
Myristodilaurin*® . . : 33,4" a-Madl. 38° 


* A. Bomer u. hk. Ebach, Zeitschr. f. Nahrungsm. 50, 501, 1928. 


Diesen Beispielen, die noch vermehrt werden kénnten, stehen nur 
vereinzelte Fille gegeniiber, wie die beiden Palmitodistearine, die auch 
aus natiirlichen Fetten isoliert, den gleichen Schmelzpunkt zeigen wie 
die synthetischen. 

Da die analytischen Daten (Elementaranalyse, Verseifungszabl) bei 
den oben angefiihrten Beispielen meist genau der angegebenen Kon- 
stitution entsprechen, kénnen die erheblichen Differenzen wohl nicht 
immer auf unvollkommene Reinheit der isolierten Glyceride zuriick- 
gefiihrt werden. Die gemischtsiurigen Triglyceride — mit Ausnahme 
der zweisiurigen, svmmetrischen — enthalten aber ein asymmetrisches 
Kohlenstoffatom und kénnen demgema8 in stereoisomeren Formen 
auftreten. Allerdings wird die optische Aktivitét derartiger Ver- 
bindungen, nach den Versuchen Abderhaldens iiber asymmetrische 
Glyceride? niederer Fettsiéuren zu schlieBen, sehr gering und daher 
kaum feststellbar sem. Bei den synthetischen Glyceriden haben wir 
sicher die Racemformen vor uns, bei den in der Natur vorkommenden 
Verbindungen, die mit Hilfe von Fermenten aus Glycerin und Fett- 
sauren aufgebaut werden, miissen wir hingegen mit dem <Auftreten 
verschiedener stereoisomerer Formen rechnen. Obwohl eine genaue 
Feststellung noch nicht gegliickt ist, haben wir vielleicht in den Schmelz- 
punktsdifferenzen einen Hinweis auf ihre Existenz zu erblicken. 

Die Frage nach der Konstitution des im Schizoneurawachs vor- 
liegenden Triglycerids konnte noch nicht entschieden werden. — Die 
neuen synthetischen Glyceride sind jedenfalls nicht mit ihm identisch. 
Andere Kombinationen von Fettséuren kénnen vorliegen, vielleicht 


1 4. Griin, Analyse der Fette und Wachse, 1925. 
2 Abderhalden u. Bichwald, B. 48, 1847. 1915. 
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haben wir auch in ihm ein dreisiuriges Triglycerid zu erblicken, desse1 
Synthese in’ strukturell einwandfreier Weise zur Zeit noch nich: 
moglich ist. 

Kin Gemisch von Laurinsiure, Myristinsiure und Palmitinsaur 
in molaren Mengen hat den Schmelzpunkt 38 bis 39° (MMG. — 22s) 
entspricht also den fiir die ,,Schizoneurasdure™ ermittelten Werten 


Experimenteller Teil. 
L. 2-Palmito-x', ji-dimyristin, i. 2. ce... H. 
Caz Fre HO.O.CO. CH. 
H,C.O0.CO.Ci3He 


Giang der Synthese: 1. Acetonglycerin. 2. x-Palmitoacetonglycerin 
3. z-Monopalmitin. 4. x-Palmitodimyristin. 

l.und 2. Acetonglycerin wird nach der Methode von £. Fischer und 
E. Pidhler! dargestellt. Zu einer auf 6° abgekiihlten Mischung von 6.4 
Acetonglycerin und 6,8 g Chinolin fiigt man portionsweise im Verlauf von 
10 Minuten 12g Palmitylchlorid unter dauernder Kithlung?. Nach 
20 Stunden lést man in 100cem Ather und 50cem n/2 Schwefelsaure. 
schiittelt die Atherschicht noch zweimal mit je 30cem n/2 Schwefelsaure 
und wascht schhieBlich mit 20 cem 10°, iger KHCO,-Lésung. Die atherische 
Losung wird nun zweimal mit je 30 cem Wasser gewaschen, mit gegliihter, 
Natriumsulfat getrocknet und auf 75cem eingedampft. Eine Isolierung 
des Palmitoacetonglycerins in Substanz ist unnétig. 

3. Unter dauernder Eiskiihlung fiigt man nun vorsichtig 75 cem 
konzentrierte Salzsaure (D 1.29) in kleinen Anteilen hinzu. Zuerst 
beobachtet man klare Mischung, bei weiterem Zusatz erfolgt unter Schichten- 
bildung die Abscheidung von kristallisiertem 2z-Monopalmitin. Man lab 
30 Minuten bei 20° stehen, fiigt dann 400 cem Wasser hinzu, laBt noch 
30 Minuten in Kaltemischung unter dauerndem Umschiitteln. saugt ab. 
wascht mit Wasser und trocknet. Das erhaltene, schon ziemlich reine 
Produkt wird aus kochendem Ather umkristallisiert. Man erhalt so die 
stabile Modifikation mit einem Schmelzpunkt von 78°, aus dem Schmelz- 
fluB erstarrte Praparate enthalten die bei 72° schmelzende labile Modi- 
fikation (E. Fischer). 

4. 6g «-Monopalmitin wurden in 20cem trockenem Chloroform 
gelést und mit einer Mischung von 5,7 g Chinolin und 9,5 g Myrist ylehlorid 
unter Umschiitteln allmahlich versetzt. Nach einiger Zeit triibt sich die 
Fliissigkeit; sie wird dann mittels Chloroform wieder in eine klare Lésung 
iibergefiihrt. Nach 48 Stunden wurde mit einem Gemisch von 200 cem Ather 
und ebensoviel n/2 Schwefelsiure aufgenommen. die abgehobene Ather- 
schicht noch zweimal mit je 100 cem Schwefelsaiure gewaschen, dann mit 
40 cem einer 10°,igen Kaliumbicarbonatlésung und noch dreimal mit je 
50 cem Wasser geschiittelt und schlieBlich iiber Natriumsulfat getrocknet. 
Ather und Chloroform werden abdestilliert. die letzten Reste im Vakuum 
entfernt und das Rohprodukt (13.5 g) aus absolutem Ather fiinfmal um- 
kristallisiert. Die Schmelzpunkte des reinen Praparates und der aus der 


' B. 58, 1550, 1920. 
2 E. Fischer, M. Bergmann, H. Barwind, B. 58, 1600, 1920. 
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Insektenwachse. VI. 9] 


Mutterlauge gewonnenen Kristalle stimmen dann genau tiberein und hegen 
bei 53,2° (korr.). 
Analysen: 0.5885 ¢ brauchen zur Verseifung 0.1313 ¢ KOH. 


Wes S bk ee cs % x os FS S- Sess ee: Be 
Mol.-Gewiett ...+.+ss<» T54 751 
MMC. der Fettsauren . . . 238.6 237.6 


Schmelzpunkt der abgeschiedenen Fettsdéuren: 45 bis 46°. Titration 
des Fettsauregemisches: 6.2848 g verbrauchten 12,0 cem n/10 NaOu. 


WOR 6s. eo we Awe Rt SL Ot. t 2 
Brechungsexponent : Glycerid nh 1.4436 
: Fettsauren nie 1.4320 | Rg ad ian 
VZ. aus den Brechungswerten (nach Lund): 11,6,0,052 223. 
II. x-Myristo-x', }-dipalmitin. H.C .0.cO.C,Hy, 
C yo Hg O, HC.O.CO.C,,Hy, 
H,C.0.CO.C,;Hy 
Gang der Synthese: 1. Acetonglycerin. 2. %-Myristoacetonglycerin. 


3. x-Monomyristin. 4. %-Myristodipalmitin. 

l. bis 3. 4,1 ¢ Acetonglycerin wurden mit 4.6g¢ Chinolin und 
Myristylchlorid versetzt. Die weitere Behandlung erfolgte in der gleichen 
Weise wie beim z-Monopalmitin (I.).. Ohne das z-Myristoacetonglycerin 


ig 


zu isolieren, spaltet man aus ihm das Aceton ab und gewinnt so das von 
Bémer und Ebach! erstmalig dargestellte x-Monomyristin, das nach drei- 
maligem Umkristallisieren aus Ather den Schmelzpunkt 68° zeigt. 

4. 5g x-Monomyristin wurden unter schwachem Erwarmen in 15 ccm 
Chloroform gelést und mit emer Mischung von 5g Chinolin und 8,6 ¢ 


Palmitvlchlorid langsam unter Umschiitteln versetzt. Jel eintretender 
Triibung wurde Chloroform hinzugefiigt. Nach 2 Tagen wurde in an- 


gegebener Weise aufgearbeitet. Nach viermaligem Umkristallisieren des 
Rohproduktes (12 g) aus absolutem Ather zeigten die aus der Mutterlauge 
gewonnenen Kristalle denselben Schmelzpunkt 56,5°, wie die direkt aus- 
kristallisierten. 

Analysen: 0.5710 ¢@ wurden durch 0,1229¢ KOH verseift. 


Tews st owe ee es es we Bee ber: 2263 
Mol.-Gewicht ....... 7s82 779 
MM«G. der Fettsauren .. . 248 247 
Abgeschiedene Fettsauren: F. 53,5°. Titration: O,3700g) ver- 
brauchten 15,0 cem n/10 NaOH. MMG.: 246. 
Brechungsexponent : Glycerid "D aan | a 11.2. 
Fettsauren 7) 1,4331 J : 
VZ. aus den Brechungswerten (nach Lund): 11,2/0.052 215.3. 
IIT. p-Palmito-x’, x-dimyristin. H,C.0.CO.C,,He, 
Cy H yO, HC.0.CO.C,H,, 


H,C.0.CO.C\,Hs, 


Gang der Synthese: 1, x-Jodhydrin. 2. x, /-Dimyristojodhydrin. 
3. x, «-Dimyristin. 4. $-Palmitodimyristin. 


1 Zeitschr. f. Nahrungsm. 00. 501, 1928. 
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92 Fr. N. Schulz u. M. Becker: 


lou. 2. 2g Jodhydrin (.,Alival’) wurden in 3c¢em Chinolin § geldést 
und mit einer Lésung von 5 g Myristylchlorid in 6 cem Chloroform langsam 
versetzt. Bei Triibung wurde durch Hinzufiigung von Chloroform wiede: 
klare Losung bewirkt. Das Gemisch blieb nun 3 Tage bei Zimmertemperatw 
stehen. Es wurde in 200 cem Ather aufgenommen, zweimal mit je 20 cem 
n/2 Schwefelsiure gewaschen dann mit Kaliumbicarbonatlésung und 
dreimal mit ie 20cem Wasser geschiittelt. Die Atherlésung wurde ge- 
trocknet, eingedampft und hinterlie8 einen gelblichen, éligen Riickstand. 
der in der Kalte fest wurde. Dieser wurde unter leichtem Erwarmen_ in 
der eben notwendigen Menge Ather gelést und mit soviel Methylalkoho! 
versetzt, dai die eingetretene Triibung beim Schiitteln gerade wieder ver- 
schwand. Nach dem Abkiihlen auf 0° schieden sich 6 g x, /-Dimyristojod 
hydrin kristallinisch aus. Aus absolutem Alkohol umkristallisiert, zeigte 
die Verbindung den Schmelzpunkt 42,5° (korr.). 


3. 3g x, /-Dimyristojodhydrin wurden in einer Mischung von 30 cem 
Methylalkohol und 3cem Wasser mit 3,5 g Silbernitrit zur vollstandigen 
Abspaltung des Jods etwa 30 Minuten am RiickfluBkiihler gekocht. Die 
heiB filtrierte Fliissigkeit hinterlieB beim Verdampfen des Alkohols auf dem 
Wasserbad eine feinkristalline Masse. Diese wurde mit 150 cem absolutem 
Alkohol aufgenommen und einige Minuten mit Tierkohle gekocht. Aus 
dem Filtrat kristallisierte beim Abkiihlen das «, x-Dimyristin in schénen 
weiBen Blattchen aus. F. = 63.8° (korr.). 

4. 15g «, «-Dimyristin wurden in 6cem Chloroform gelést und mit 
0,5 g Chinolin und 0,9 g Palmitylchlorid allmahlich in der Kalte versetzt. 
Anfangs blieb die Mischung klar, nach einigen Stunden triibte sie sich und 
wurde durch erneuten Chloroformzusatz wieder in klare Lésung_ tiber- 
gefiihrt. Nach 4 Tagen wurde in derselben Weise wie bei der Darstellung 
von I. aufgearbeitet. Das erhaltene Rohprodukt (2 ¢) wurde mehrmals 
aus absolutem Ather umkristallisiert und zeigte dann den Schmelzpunkt 
54,8° (korr.). 

Analysen; 0,8295 g verbrauchten bei der Verseifung 0.1851 ¢ KOH. 
Wes few ee oS Ses se BOT «BERG: Ber. RES 


Mol.-Gewicht ....... 754 751 
MMG. der Fettséuren .. . 238.7 237.6 
Abgeschiedene Fettsaéuren: Schmelzpunkt 45 bis 46° Titration: 


0.3602 g verbrauchten 15,1 cem n/l0 NaOH. MMG. gef.: 238,3. 
IV. p-Myristo-«, x’-dipalmitin. H,C.O0.CO.C;H» 
C49 Hos Og HC.O0.CO.C,,H., 
H,C.O0.CO.C,;H3; 
Gang der Synthese: «2, f-Dipalmitojodhydrin; x, x-Dipalmitin; /$-My- 
ristodipalmitin. 
2g «-Jodhydrin werden in der unter III. beschriebenen Weise mit 
3ecem Chinolin und einer Lésung von 5,.25g Palmitylchlorid in 6 ecm 
Chloroform versetzt. Das gewonnene «, /-Dipalmitojodhydrin (F. = 46°) 
wird durch Abspaltung des Jods mittels Silbernitrit in alkoholischer Lésung 
in das «, «-Dipalmitin umgewandelt. Dasselbe schmilzt bei 69,5° (Amberger 
und Bromig'*). 


' Diese Zeitschr. 180, 252, 1922. 
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Insektenwachse. V1. G3 


3g 2, 4-Dipalmitin werden mit 1,8 g Myristylchlorid und 1g Chinolin 
in Chlorotormlésung umgesetzt und nach 4 Tagen das //-Myristodipalmitin, 
in gleicher Weise wie unter II1. beschrieben, gewonnen. Nach wiederholtem 
Umkristallisieren aus absolutem Alkohol und absolutem Ather zeigt das 
reine Praparat den Schmelzpunkt 56,8°. 

Analysen: 0.4830 g¢ werden durch 0,1040 g KOH verseift. 


} + + & o » « St BEG ber.: 216.3 


Wol:-Gewneltt 2 6 3s cw et 7s! 779 
MMG. der Fettsaéuren .. . 247.5 247 


Abgeschiedene Fettsauren: F. 53,5°. Titration: 0.3950 ¢ verbrauchten 


15,85 cem n/l0 NaOH. MMG. 249. 


V. p-Lauro-x, x’-dimyristin. 
Cy, Hg Os 


H.C ..0.CO.C,H,, 


HC .O0.CO.Cy,He 
H,C.0.CO.C,,He, 


Ig nach III. dargestelltes «, %-Dimyristin wird mit 0.8 g Laury!- 
chlorid und 0,7 g Chinolin in Chloroformlésung umgesetzt und nach 4 Tagen 
das /-Laurodimyristin aus dem Reaktionsgemisch isoliert. Nach mehr- 
fachem Umkristallisieren zeigt es den Schmelzpunkt 47.6°. 

Analysen: 0.4240 ¢ verbrauchten zur Verseifung 0.1025 ¢ KOH. 
Wiis + & © s ok ee se oS eS es WOE Zee 
Mol.-Gewicht ....... 696.4 694,7 
MMG. der Fettséuren ... 219,5 218,9 


Abgeschiedene Fettsaiuren: F. 44°. 


Brechungsexponent : Glycerid ni) 14421 ) a’ 12.6. 
Fettsaiuren 14295) ~ § 
VZ. aus dem Brechungswert berechnet (nach Lund): 12,6/0,052 = 242,3. 


Zusammenfassung. 

Die vier theoretisch méglichen gemischtsaurigen Triglyceride von 
Myristinsiure und Palmitinsiure wurden synthetisch dargestellt. Thr 
Schmelzpunkt liegt erheblich héher als der des ,,Schizoneurawachses”, 
nimlich zwischen 53,5 und 56,8° gegeniiber 48 bis 49° beim Schizo- 
neurawachs. Die gewonnenen neuen Triglyceride sind jedenfalls nicht 
mit dem ,,Schizoneurawachs* identisch. Das geht ja auch schon daraus 
hervor, daB der Schmelzpunkt eines Gemisches von 2 Teilen Myristin- 
siure und | Teil Palmitinsiure noch bei 45 bis 46° liegt, gegeniiber 38° 
Zu einer Aufklirung der Konstitution 


des Schizoneurawachses haben die vorliegenden Untersuchungen nicht 


bei der .,Schizoneuraséure*. 


gefiihrt. 
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Die Fermente der Haut. X. 


Von 
J. Wohlgemuth. 


Uber die Katalase der menschlichen Haut. 


Von 
E. Szérényi. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses in 
Berlin.) 


(Eingegangen am 15. Juni 1933.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


DaB die Haut eine Katalase enthalt, haben bereits Wohlgemuth 
und Yamasaki! festgestellt. Sie fanden nicht unbetrachtliche Mengen 
von Katalase in den verschiedensten Hautpartien, und zwar iiber die 
ganze Oberflaiche ziemlich gleichmaBig verteilt. Unterde8 haben neuere 
Untersuchungen unsere Kenntnis tiber die Eigenschaften der Katalase 
wesentlich geférdert, und es schien deshalb wiinschenswert, festzustellen, 
ob die Katalase der Haut dieselben Eigenschaften zeigt wie die im Blute 
und in Organen vorhandene Katalase, oder ob wir es hier vielleicht 
mit einem anderen Typus zu tun haben. 

Besonders eingehend hat neuerdings A.G. Stern? die Katalase der 
farblosen Blutzellen studiert und bei ihr das gleiche Verhalten gefunden 
wie bei der Katalase der Leber und der Erythrocyten. Wir sind beziiglich 
der Hautkatalase zu etwas abweichenden Resultaten gelangt. inshesondere 
was ihr Verhalten verschiedenen Hemmungsk6érpern gegeniiber anbetrifft, 
wahrend ihre sonstigen katalytischen Merkmale, wie Reaktionsordnung. 
Temperaturoptimum und py-Optimum die gleichen sind, wie sie Leber-. 
Erythrocyten- und Leucocytenkatalase zeigen. 


1 J. Wohlgemuth ue. Y. Yamasaki, klin. Wochenschr. 1924, Nr. 25: 
diese Zeitschr. 147, 203, 1924. 
2 K.G. Stern, Zeitschr.f. physiol. Chem. 204, 259; 208, 86; 209. 176, 1932. 
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Fermente der Haut. X. OD 


Bevor auf alle diese Punkte eingegangen wird, sei beziiglich der 
Gewinnung des Materials emiges vorausgeschickt. 


Die Haut mit ihren zahllosen elastischen Fasern ist ein denkbar un- 
viinstiges Objekt zur Erlangung gut wirksamer Extrakte. Die Zerkleinerung 
mit der Schere ist nicht griindlich genug, und der nachtraglichen Zerreibung in 
der Reibeschale setzen die elastischen Fasern den gréBten Widerstand ent- 
gegen; auch die bekannten Organzerkleinerungsapparate sind unbrauchbar. 
Wir sind deshalb so vorgegangen, da®B wir Leichenhaut zunichst von 
subcutanem Fett restlos befreiten und dann die Hautstiicke mittels Mikro- 
toms in etwa 20 uu dicke Gefrierschnitte zerlegten. Auf diese Weise er- 
reichten wir neben einer moéglichst ausgiebigen Zerkleinerung durch Ge- 
frierenlassen und Wiederauftauen eine Zersprengung der noch unbeschiidigt 
gebliebenen Zellen und schufen dadurch giinstige Bedingungen fiir die 
Extraktion. Diese geschah mittels einer m/15 Phosphatpufferlésung von 
PH 6.98 oder noch besser mit einer m/30 Na,H PO,. 10g mikrotomierte 
Haut wurden in einer Reibeschale mit 100 cem = Phosphatlésung unter 
allmahlicher Zugabe | Stunde lang verrieben und der ganze Brei zentri- 
fugiert. Dabei resultierte ein triiber Extrakt, der mit der gleichen Menge 
Wasser und nach dem Vorgang von T'suchithashi! mit dem erforderlichen 
Quantum Tricalciumphosphataufschwemmung versetzt wurde. Nach 
guter Durchmischung blieb der Ansatz unter haufigem Umriihren 10 Minuten 
bei Zimmertemperatur stehen und wurde dann scharf abzentrifugiert. 
Der die Katalase enthaltende Riickstand wurde mehrmals mit destilliertem 
Wasser gewaschen und dann mit m 30 Na, H PO,-Lésung ! , Stunde lang bei 
Zimmertemperatur unter hiufigem Umriihren extrahiert. Im Extrakt war die 
ganze Katalase enthalten, der Riickstand zeigte keine katalatische Wirkung 
mehr. Zur Gewinnung von haltbaren Praparaten wurde die klare Ferment - 
lésung mit Aceton gefallt, und zwar wurden 50 ccm Extrakt mit L000 cem 
wasserfreien Aceton versetzt. Nach dem Absitzen des Niederschlags wurde 
abdekantiert, der Niederschlag scharf abzentrifugiert und im Vakuum 
getrocknet. Auf diese Weise wurden acht Hautkatalasepraparate dar- 
gestellt (Gesamtgewicht etwa 8 ¢). 

Zur Bestimmung der Katalase in den einzelnen Praparaten diente 
stets folgender Spaltansatz: 35¢em n/50 H,O,, hergestellt aus Werchs 
Perhydrol. puriss. pro anal., indem 0,57 cem Perhydrol mit Aqua dest. in 
einem MeBkolben auf 500 cem aufgefiillt wurden, 10 cem m_ 15 Phosphat 
puffer von pu 6.98 — Fermentlosung + Aqua dest., soviel, dab die 
gesamte Fliissigkeitsmenge 50 ccm betrug. Von der Enzymlésung wurden 
in den meisten Versuchen 2 cem verwandt. Spaltansatz sowohl wie Enzym- 
lésung wurden vor ihrer Vereinigung in Eis bis annihernd 6° gekiihlt. 
dann zusammengegossen und sofort, dann sukzessive nach 5, 10, 20, 
30 Minuten Proben von genau 5,0 ccm entnommen und in Lrlenmeyer- 
Kélbchen iibertragen, die schon vorher mit IQcem 1°, ig. K-Losung 

3cem 33°,ig. H,SO, beschickt waren. Nach 30 Minuten langem 
Stehen bei Zimmertemperatur wurde in jeder Portion das durch den 
unveraindert gebliebene H,O, in Freiheit gesetzte Menge Jo mit m 50 
Na,S,O, aus einer Mikrobiirette in Gegenwart einiger Tropfen  geloster 
Starke titrimetrisch bestimmt. Wahrend des Versuchs blieb der Spalt- 
ansatz standig im Eis. 


1M. Tsuchihashi, diese Zeitschr. 140. 63, 1923. 
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96 EE. Szorényi: 


Katalasegehalt der Priiparate und Ordnung der Katalysierten Reaktion. 

Die acht verschiedenen Acetonpraparate wurden auf ihren Katalase 
gehalt in der Weise untersucht, daB das Pulver mit m/15 bis m 30 
Phosphatpuffer von pu = 6,98 oder besser noch mit m/15 Na,HPO, 
Lésung -- in den meisten Fallen benutzten wir diesen Puffer — in 
der Reibeschale griindlichst verrieben wurden, wobei der gréBte Teil 
der Katalase in Losung geht und der ungelést gebliebene Anteil durch 
scharfes Zentrifugieren abgetrennt wurde. Die katalatische Wirksamkeit 
der Praparate geht aus der Tabelle I hervor: 

Es wurden je 20 mg des Pulvers mit 3 cem Phosphatlésung extrahiert 


Spaltansatz war: 35cem n/50 H,O, + 10cem m/15 Phosphatpuffer von 
Px 6.98 2cem Aqua dest. Temperatur 0°C. 


Tabelle LT. 





Verbrauchte ecm rf Verbrauchte cem 
Priiparat der n50 Nao S.O,-Lésung nach Priparat der n.50 Nay S»O3-Lisung nach 
Nr. ®Min. 10Min. 20 Min. 30 Min. Nr. 0 Min. 10 Min. 20 Min. 30 Min 


3.65 3.04 2.57 — 
3,60 2.48 1,81 a 
3,04 2.42 2.10 — 
271 1,17 0,53 — 


3,21 | 1,82 113 0,78 
3.17 3,09 3,15 3,11 
3,30 = 3,07(?) 2.33 1,99 
3,22 2,49 2,02 1,61 





Ore 
malo cr 


Die aus diesen Zahlen nach der monomolekularen Reaktionsgleichung 
berechneten Geschwindigkeitskonstanten sind in der Tabelle [1 zusammen- 


- 1 ‘ — . 
gestellt. AK ; log (¢ = Versuchszeit in Minuten, @ Anfangswert, 
a—2 
ausgedriickt in Kubikzentimeter n/50 Na,S,O,, @— x = verbrauchte 


Thiosulfatmenge nach t Minuten). 


Tabelle IT. 








Pragasat 10 Min. 20 Min. 30 Min. Praparet 10 Min, 20 Min. 30 Min. 
Nr. Nr. 
1 0,097942 0,007618 — 5 0.024644 0.022672 | 0.020481 
3 0.016185 0.014931 — 6 wae noi = 
£ 0.099905 0.008033 — 7 — 0.007558 0.007322 
4 0,036478 0.035435 — 5 0.011166 0.010126 0.010034 


Um die enzymatische Konzentration unserer Praparate zu ermitteln., 
haben wir je 100 bis 150mg Trockenpulver mit CO,-freiem destillierten 
Wasser extrahiert, die katalatische Aktivitét des Extraktes bestimmt. 
dann einen aliquoten Teil des Extraktes (3 bis 7 cem) auf dem Wasserbad 
eingeengt und bei 100°C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen. 
Die Menge des Enzyms, dessen Aktivitaét vorher ermittelt wurde, wurde 
aus diesem Trockengewicht berechnet (vorletzte Kolonne der Tabelle IIT) 
Der Wert K,g Enzym ergibt dann die enzymatische Konzentration de-= 
Praparates. 





p 
Zi 








ion, 
alase 
m 30) 
PO, 
in 
» Teil 
durch 


mkeit 


hiert. 
rh von 


nach 


) Min 


),78 


hung 
men - 


wert, 


chte 


in. 
481 


322 
034 


eln, 
rten 
mt. 
bad 
ren. 
irde 
IT). 


des 








Fermente der Haut. X. Q7 


Tabeile IL. 








Priiparat kh -Werte nach 
Nr. 5 Min. 10 Min. "20 Min. 25 Min. 30 Min. 
4 0,019 220 0,021 599 0 021 651 0,020 464 0,018 896 
5 0,006 686 0,005 676 0,005 778 0,006 104 0,006 763 
7 0,002 038 0,001 931 0.002 464 0.002 370 0.002 072 
8 0.0938 756 0.097 918 0.005 981 0,006 368 0,006 636 
Trocken- ; : 
Praparat kK -Werte nach pa naa Kat. f-Werte 


Nr 40 Min. Mittel wert (A/jg Enzym) 


g 
4 0,019 047 0,020 15 0,001 15 17,52 
5 0,006 425 0,096 239 0,001 176 531 
7 0.001 961 0,092 139 0,000 791 2,71 
8 0.007 076 0.006 289 0,001 15 547 


Die Kat. f-Werte sind als Mindestzahlen zu betrachten, in 
Wirklichkeit diirften sie betrachtlich gréBer sein, und zwar darum, 
weil unsere Praparate durch die Darstellung viele Phosphatsalze ent- 
hielten (s. das Kapitel iiber den Kupfergehalt der Praparate), die in 
den Wasserextrakt iibergingen und so das Trockengewicht erheblich 
vergrOBerten. AuBerdem wurde als Extraktionsfliissigkeit destilliertes 
Wasser angewandt, das zur Lésung des Enzyms viel ungiinstiger ist 
als die Phosphatlésung, und schlieBlich ist zu beriicksichtigen, daB 
die zu diesen Versuchen angewandten 














Praparate bereits seit 8 Wochen im $5 
Exsikkator standen, wodurch_ die 0 23 
Wirksamkeit gleichfalls beeintrachtigt = y nd 
wurde. ge + , 
Aus diesen, sowie nachfolgenden Pose 74 
Versuchen geht hervor, da’ sich die . 
H,O,-Spaltung bei 06°C innerhalb der > 
Fehlergrenze durch die monomolekulare $ 0 
Reaktionsgleichung beschreiben laBt. a 
Eigenschaften der Hautkatalase. 0 5 0 6 20 & 3 
Versuchszeit in Min 
1. Einfluf der Temperatur. Abb. 1. 
Versuchsprotokoll vom 24. Juni 1932. Bei 52°C war das Enzym inaktiviert. 


100 mg Hautpulver (Praparat Nr. 5) mit 
lQcem m 15 Na,HPO, 15 Minuten verrieben, zentrifugiert und = die 
Aktivitat des Enzyms bei 0, 23, 37 und 52°C bestimmt. 

Spaltansatz: 35ecm n 50 H,O, 10cem m 15 Phosphatpuffer von 
pu 6.98 + 3cem Aqua dest. 2eem obiger Enzymlésung. Das Ergebnis 
zeigt das folgende Diagramm. 
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Die daraus berechneten K-Werte: (« . log . ) 
\ t r 





a 
t oc 239 C 379 C 29 C 
5 Min... . 0,020 038 0,031 226 0,029 548 0 
a ee 0,020 021 0,025 420 0,026 999 0 
. ai eee 0,022 389 0,027 665 0,018 133 0 
a ae 0.019 996 0,021 578 0,013 188 0 


Aus dieser Tabelle geht hervor, daB sich die H,O,-Zerlegung durch 
Hautkatalase nur bei 0° C durch die Formel fiir den monomolekularen 


Reaktionsverlauf beschreiben 1a8t, bei Zimmertemperatur fallen die 


K-Werte, noch erheblicher bei 37° C. 


2. Die Wirkung des py auf die Aktivitdt. 

Versuchsprotokoll vom 22. Juli 1932. 210mg Hautpulver (Priparat 
Nr. 2) mit 14cem m/15 Na,H PO, verrieben, zentrifugiert. 

Spaltansatz: 35 cem n/50 H,O, + L0cem m/15 Phosphatpuffer ver- 
schiedenen Mischungsverhiltnisses + 3cem Aqua dest. + 2cem Enzym- 
lésung. Die Messung der Wasserstoffionen - 
konzentration erfolgte potentiometrisch 
mit der Chinhydronelektrode nach Mis- 
lowitzer. (Mit Ausnahme bei py 8, das 
kolorimetrisch bestimmt wurde.) 








Wie aus nachfolgendem Diagramm 
hervorgeht, ist die Aktivitaét des Enzyms 
zwischen px 8 und px 6,5 fast dieselbe ; 
das Optimum liegt somit nahe am Neu- 
tralpunkt. 























35; 3. Verhalten gegen Hemmungskorper. 

, | 7! a) Ferrosulfat. 

J0 | 
= a Versuchsprotokoll vom 23. Juni 1932. 
$45 oe 70mg Hautpulver (Préparat Nr. 4) mit 
eS 8cem m/15 Na,HPO, extrahiert, dann 
§ 20 zentrifugiert. 
a oe Spaltansatz: 1. 35cem n 50 H,O, 
N FeSly -t- 10 ccm m 15  Phosphatpuffer von 
S yo} at —— 9 pu 698 + 3cem Aqua dest. + 2 cem 
& ° Hy SU, Enzymlésung; 2. enthielt an Stelle des 

Matsa —_——__ Aqua dest. 3cem m/12 FeSQ,; 3. ent- 

hielt an Stelle des Aqua dest. 3cem 











0 5. 0 6 2 2 Jo m/60 FeSO,. Abb.2 zeigt das Ergebnis 
Versuchszert in Min dieses Versuchs. 
Abb. 3. Die aus’ diesen Zahlen  berech- 
neten Reaktionskonstanten ergeben im 
Mittelwert: a) fiir das unbeeinfluBte Enzym K = 0,026074, b) in An- 
wesenheit von m/1000 FeSO, AK = 0,012737, ¢c) in Anwesenheit von 
m/200 FeSO, K = 0,006 503 7. 
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: —— a—b a—-c 
Die Hemmung durch FeSO, { bzw. ) war demnach: 
\ a a 


in Gegenwart von m,; 1000 FeSO,: 51°,, in Gegenwart von m/200 FeSQ,: 


-"--0 


io 
b) Vergiftung durch NaCN. 

Versuchsprotokoll vom 25. Juni 1932. 100mg Hautpulver (Priparat 
Nr. 5) mit 10 cem m/15 Na,H PO, 15 Minuten extrahiert und zentrifugiert. 

Spaltansatz: 1. 35cem n/50 H,O, + 10cem m/15 Phosphat puffer 
von pu 6,98 + 3cem Aqua dest. + 2cem Enzymloésung; 2. enthielt an 
Stelle der 3 cem Aqua dest. 2 cem Aqua dest. + | eemm,20 NaCN (NaCN- 
Konzentration der Lésung: 10-* mol.); 3. enthielt an Stelle der 3 cem 
Aqua dest. 2 cem Aqua dest. + 1 cem m/100 NaCN (NaC N-Konzentration 
der Lésung: 2.10-4mol.). Ergebnis der Titration (in Kubikzentimeter 
n/50 Na,S,O,): 





Versuchszeit 
Nr. . 
0 Min. 5 Min. 10 Min.) 20 Min. 25 Min. 30 Min. 
1 Enzym ohne NaCN, cem 400 3,06 2,50 1,71 1,39 1,35 
10-* mol. NaCN, com... 4,10 | 4,12 4,08 4,12 4,12 4,16 
3 2.10°-4 mol. NaCN, cem. 4,06 4,16 3.97 4,00 — 4,00 


bo 


Demnach hebt schon m/5000 NaCN die Wirkung der Haut- 
katalase vollstandig auf. Nun haben wir die Empfindlichkeit unserer 
Katalasepraiparate gegeniiber NaCN bei noch gréBeren Verdiinnungen 
untersucht. In der folgenden Tabelle sind die aus diesen Versuchen 


1 a 
berechneten K-Werte (K : log ) zusammengestellt. 
a—z 





- Hemmung 
Jersue kK -Wert —b 
—_ NaCN (Mittelwert aus (- a ) 
5 A -Werten) 
Nr. fg 
la _ 0,017 140 4 
: oa 88,5 
1b 107° mol. 0,001 975 
2a — 0,016 475 21 
2b 10°® mol. 0,016 124 ie 
3a -— 0,013 785 
10-° mol. 0,001 487 89,2 
3b 5.10-° mol. 0,009 367 32,0 
| 2.10°° mol. 0,010 894 21,0 


Wie aus der Tabelle hervorgeht, verursacht die Gegenwart von 
2.10-* mol. NaCN noch eine Hemmung von iiber 20°, und in Gegen- 
wart von m/100000 NaCN ist die Hemmung schon fast vollstandig. 


‘ 


* 
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c) Die Wirkung des Kohlenmonoxyds. 


Versuchsprotokoll vom 7. Juli 1932. 50 mg Hautpulver von Priparat 
Nr. 4 mit 5cem m/15 Na,gHPO, 15 Minuten extrahiert und zentrifugiert. 
Durch einen Teil der Enzymlésung wurde vor der Zugabe zum NSpalt 
gemisch 90 Minuten lang CO geleitet. Die Darstellung des Gases er 
folgte durch Eintropfen von Ameisensiure in erwarmte konzentriert: 
Schwefelsaure. Das Gas wurde mit 10°,ig. NaOH und mit Aqua dest. 


gewaschen. 
Spaltansitze wie in den $bigen Versuchen.  Titrationsergebnis (in 
Kubikzentimeter n/50 Na ,S,O,): 





Versuchszeit 


0 Min. 5Min. 10Min. 20 Min. 25 Min. 30 Min 
Enzym ohne Vorbehandlung . . 3,74 | 2,93 2,21 144 0,98 0,83 
90 Min. CO durchleitet . . . . 3,66 2,92 1,98 1,35 0,92 0.91 


Kohlenmonoxyd hat demnach auf die Katalaseaktivitit keinen 
EinfluB gezeigt. 

d) Kohlendioxyd. 

Versuchsprotokoll vom 28. Juli 1932. 100mg Hautpulver von Pra- 
parat Nr. 5 mit 10 cem m/15 NagH PO, 15 Minuten extrahiert, zentrifugiert. 
Die Enzymlésung wird vor der Zugabe zum Spaltgemisch 60 Minuten mit 
CO, behandelt. CO, wurde aus Marmor und HC] dargestellt. Das Gas 
wurde mit Aqua dest. gewaschen. 

Spaltansaitze wie oben. 

O,): 


Titrationsergebnis (in Kubikzentimeter n/50 Nags 





Versuchszeit 


30 Min. 


0 Min. 5 Min. 10 Min. 20 Min. 25 Min. 





Enzym ohne Vorbehandlung . .|) 3.75 310 2.58 1,72 148 1,25 
60 Min. CO, durchleitet. . . . 3,71 3,03 250 1,71 1.51 1,35 


CO, hat demnach ebenfalls keinen Hemmungseffekt verursacht. 


e) Sauerstoff. 
Versuchsprotokoll vom 8. Juli 1932. 30mg Hautpulver (Praparat 
Nr. 4) mit 6cem m/15 Na,H PO, extrahiert, zentrifugiert. 
Ein Teil der Enzymlésung wurde vor der Zugabe zum Spaltansatz 
40 Minuten mit O, behandelt. Das Gas wurde durch Eintropfen einer 
KMn0O,-Lésung in H,O, dargestellt und mit Aqua dest. gewaschen. 


Spaltansatze wie oben. 








en 
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Titrationsergebnis (in Kubikzentimeter n/50 Na, S,O,): 





Versuchszeit 
0 Min. 5 Min. 10 Min. 20 Min. 25 Min. 30*Min. 


Enzym ohne Vorbehandlung .. 4,02 3,91 3,70 342 8,05 3,00 
Enzym 40 Min. mit O, behandelt 4,03 3,92 3,70 336 3,09 3,04 


Sauerstoff hat demnach die Aktivitat des Enzyms auch nicht 

beeinfluBt. 
f) Wasserstoff. 

Wie folgendes Diagramm zeigt, wird die Hautkatalase durch 
H, nur unwesentlich inaktiviert. 

Das Gas wurde aus Zink mit verdiinnter Schwefelsiure gewonnen. 
Die Enzymlésung wurde vor der Zugabe zum Spaltgemisch 40 Minuten 
mit Wasserstoff behandelt. 

Vergleichen wir die Resultate mit den an der Leber-, Erythrocyten- 
und Leucocytenkatalase erhobenen Befunden, so finden wir, wie wir 
bereits eingangs ausfiihrten, beziiglich 














os 
: ais oo 
der Reaktionsordnung, der Temperatur oe 
und des Reaktionsoptimums  weit- g? 4 
gehende Ubereinstimmung. Auch be- . j—+ ‘e 
ziiglich der Hemmungskoérper besteht 8 
. es ry ° ° . S 10¢+-——- + 
prinzipielle Cbhereinstimmung insofern, NI 
S 
als die Hautkatalase auch durch S O5}- + 
. _ ? S 
Ferrosulfat und Blausaure in gleicher a 
Weise wie die anderen Katalasen ge- C 9 See 
. : ee 8 versuchsze/t in Min. 
hemmt wird. Hingegen sind Kohlen- Abb. 4 


monoxyd, Kohlendioxyd und Sauer- 

stoff nicht imstande, die Hautkatalasen zu hemmen. Trotzdem 
méchten wir doch glauben, daB die Hautkatalase mit den anderen 
Katalasen identisch ist. 


Uber den Kupfergehalt der Praparate. Bei der weiten Verbreitung 
des Kupfers im menschlichen Organismus schien es interessant, zu 
untersuchen, ob in unseren Hautkatalasepriparaten auch Cu enthalten 
ist. In der Tat konnten wir in zwei Mischpraparaten mit der Warburg- 
schen! Mikromethode einen nicht unbetrachtlichen Cu-Gehalt feststellen. 

Wie aus den folgenden Versuchsprotokollen hervorgeht, enthielten 
die zwei untersuchten Praparate 0,085°, Kupfer. Der Aschengehalt 
der Extrakte war in einem Falle (Praparat 7 und 8 zusammen) 57,9%, 
im anderen (Praparat 4 und 5) 70,1°. Davon entfielen auf Kupfer 
im ersten Falle 0,114°,, im letzteren 0,122° . Der hohe Aschengehalt 


1 O. Warburg, diese Zeitsehr. 187, 255, 1927. 
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der Praparate ist hauptsachlich bedingt durch die Beimengung von 
Phosphaten, die fiir die Elution des Enzvms aus dem Tricalciumphosphat- 
adsorbat erforderlich waren. 

Nach Zeile und Hellstrém' haben wir die Katalase als einen Eisen- 
porphyrinkomplex zu betrachten. Unsere Versuche lassen vorlaufig 
die Frage offen, ob das Kupfer als Aschenbestandteil der Haut nur bei 
der Gewinnung des Materials in unser Praiparat kam, oder aber, ob es, 
wie das Eisen, ein Bestandteil des Enzyms selbst ist. Diese Frage wird 
durch Versuche mit hochgereinigten Katalasepriparaten zu ent- 
scheiden sein. 

Versuchsprotokolle. 

Zur Kupferbestimmung wurden die Trockensubstanzen angewandt. 
deren enzymatische Konzentrationen vorher ermittelt wurden. Diese 
Trockensubstanzen wurden so dargestellt, da®B wir die Hautpulver- 
praparate mit CQO,-freiem Aqua dest. extrahierten, die Extrakte auf 
dem Wasserbad einengten und schlieBlich bei 100° bis Gewichtskonstanz 
trockneten. 

Es wurden die Trockenriickstande von Praparat Nr. 7 und 8 (Trocken- 
substanz I), sowie die von Praparat Nr. 4 und 5 (Trockensubstanz II) zu- 
sammen verarbeitet. Sie wurden in einem Platintiegel verascht und die 
Aschen in je 10 cem n/100 HC! gelést. In diesen Aschenlésungen wurden 
dann die Kupferbestimmungen nach der Warburgschen Methode durch- 
gefiihrt. 

Das Gewicht der Trockensubstanz I betrug 0,0399 g (davon 0,0229 g 
von Praparat Nr. 8 und 0.0170 g von Praparat Nr. 7) und das Aschen- 
gewicht derselben 0,0231 g. 

Das Gewicht der Trockensubstanz II war 0.0586 g (davon 0.0386 ¢ 
von Praparat Nr. 4 und 0.0200 g von Praparat Nr. 5) und das Aschen- 
gewicht 0,0411 g. 

Die gefundenen Kupferwerte waren: 

po oe l. O.lcem enthalt. .. . 3.7. o-* mg Cu 
12. 0,1 ,, i: ip oo oe ok OO 


Mittelwert: 3,4. 10-4 mg Cu 
10 cem enthalten. . ..... . . 0,0384mg Cu 
Die Trockensubstanz enthalt . . . 0,085°, Cu 
Die Asche enthalt ....... . 0,114°,Cu 
<che TT. | 1. ,lcem enthalt. . . . 5,1. 10-4 meg Cu 
sae tz. @F .. Sa eg i Es a os 


Mittelwert: 5 .10-4mgCu 


10cem enthalten. ....... 0.05 mg Cu 
Die Trockensubstanz enthalt . . . 0,085°, Cu 
Die Asche enthait ....... -. 0,322% Cu 


Als methodisches Beispiel soll ein vollstandiges Versuchsprotokoll 
dienen. 


1 Zeile u. Hellstrém, Zeitschr. f. physiol. Chem. 192, 171, 1930; 195, 
39. 1931. 
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ron (rasraum Luft. Temperatur = 20°C. 
at- 
Hauptraum ......--. 2ecem Pyrophosphatlosung 
a ne 6 mg Cystein 
en- 0.2cem Aqua O.leem Aschen- O.leem Aschen- 
fi dest. losung (1) losung (1) 
ig ~ 2.10-4mg Cu 
bei Ko pe ide. & cele ne 1.472 1.438 1.384 
es, = 
. Sauerstoftverbrauch 
ird Zeit 
nt- mm cmm mm cmm mm emm 
5 Min. Ausgleich. . . ~ 0 2 — 35 
| ES aera nee —15 — 5,5 — 7 
it wm « Sa a ee — 45 6.6 — 11 15.8 15.5 21,5 
= 30 —45 66 —11 15,8 15.5 215 
‘cee 40, ot hes! nena ogres —-@ 5,5 12 17.3 14.5 20,1 
er- _, ic ae ere ae — 5,5 8.1 —11.5 16.5 — 15.5 21.5 
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Die Beeinflussung der Gewebsatmung durch Adrenalin. 
Von 
B. Walthard und H. v. Wattenwyl. 


(Aus dem pathologischen Institut der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 15. Juni 1933.) 


Die Beeinflussung der Gewebsatmung durch Adrenalin ist schon 
vielfach Gegenstand der Untersuchung gewesen. Die meisten Autoren 
stimmen darin iiberein, daB Adrenalin die Gewebsatmung nicht beein- 
fluBt. Kisch hat zuletzt die Ergebnisse dieser Untersuchungen zu- 
sammengestellt und in eigenen Versuchen eine Beeinflussung der 
Atmung von Nierengewebe durch Adrenalin nicht feststellen kénnen. 
Als Nahrfliissigkeit fiir das iiberlebende Gewebe diente in den bisher 
ausgefiihrten Versuchen Ringerlésung. In der Sitzung des medizinischen 
Bezirksvereins der Stadt Bern vom 10. September 1932 hat Prof. 
Asher mitgeteilt, daB Adrenalin die Gewebsatmung in hohem Mabe 
steigert, wenn man der Ringerlésung kleine Mengen von Serum zusetzt. 
In unseren Versuchen wurde die Beeinflussung des Stoffwechsels der 
Rattenleber durch Adrenalin in Ringerlésung, sowie in Ringerlésung 
nach Zusatz kleiner Serummengen untersucht. Ferner der Ablauf der 
Autoxydation von Adrenalin. Zu den Versuchen diente synthetisch 
hergestelltes Adrenalin der Fabrik la Sintetica in Chiasso. 

Die Gewebsatmung wurde nach den Angaben von Warburg bei 
Kohlensauredruck Null bestimmt, als Gewebe dienten Rattenleber, in 
einem Versuch Meerschweinchenleber, als Serum Menschen-, Meer- 
schweinchen- und Rattenserum. Das Menschenserum war in den 
meisten Fallen inaktiviert, Ratten- und Meerschweinchenserum nicht 
inaktiviert. 
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I. Der Ablauf der Autoxydation von Adrenalin in Ringerlésung und in 
Ringerlésung mit Serumzusatz. 








= - me 

= PD Ex SE 

Adrenalinmenge Ringer Ringer + Serum 5 3 52 ge 
= Ze se 
cem & PH PH ecm | Std. 

01 1: 1000 z= —195 zo = — 68 376 7,5 7,9 05 1 
rg, = — 58 ro — 14,3 0.5 2 

r'Q, om 3.3 LQ —_ 6.8 0.5 3 

0.1 1: 1000 xo, = — 122 - 37,7 7.6 Ts 
va) — 8.4 oump 2 

0,1 1: 1000 s29,= — 78 - $76 |78| —| —|1 
POs — 5,5 — 2 

ro, — 2,2 _ 3 

0,071: 1000 29, = —153 ap = — 68 376 75) 78 05 1 
ro, — 44 = — 9,8 2 

0,07 1:10000 zo = — 14 wo = — 15 876 75/78 05 1 
x0, 0 zx,=— 28 2 


Adrenalin zeigt in Ringerlésung und in Ringerlésung mit Serum- 
zusatz in einer Konzentration von 0,1 cem 1: 1000 und 0,07 cem 1: 1000 
verteilt in einem Fliissigkeitsvolumen von 7 ccm Nahrlésung einen 
starken Sauerstoffverbrauch. In Ringerlésung mit einem py von 7,5 
ist die Oxydation des Adrenalins besonders in der ersten Stunde nach 
Versuchsbeginn sehr stark, nimmt in der zweiten Stunde weitgehend ab, 
in der dritten Stunde ist der Sauerstoffverbrauch durch Autoxydation 
kaum mehr meBbar. Nimmt das px zu, 7,6 oder 7,8, dann ist der Ablauf 
der Autoxydation des Adrenalins im Vergleich zum Ablauf bei dem 
pu von 7.5 verlangsamt. Der Sauerstoffverbrauch ist in der ersten 
Versuchsstunde bedeutend kleiner als bei px 7,5, bleibt in der zweiten 
Stunde noch recht groB und sinkt erst in der dritten Stunde auf einen 
sehr kleinen Wert herab. 


Setzt man der Ringerlésung eine kleine Menge Serum zu, was 
siehe Tabelle eine Erhéhung des py der Nahrlésung zur Folge hat, 
so verliuft die Kurve des Sauerstoffverbrauchs durch Autoxydation 
von Adrenalin ahnlich, wie bei entsprechendem py von Ringerlosung, 
nur ist der Sauerstoffverbrauch auch in der dritten Stunde nach Versuchs- 
beginn noch recht groB. Bei zehnfacher Verdiinnung des Adrenalins 
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0,1 cem 1: 10000 ist die Autoxydation des Adrenalins schon sehr 
schwach, die Werte fiir Sauerstoffverbrauch sind derart klein, daB sir 
auf die GréBe des Sauerstoffverbrauchs der Gewebe keinen Einfluf 
mehr ausiiben. 0,1 cem Adrenalin 1: 10000 ist demnach bei unsere: 
Versuchsanordnung die starkste Konzentration, die erméglicht, den 
EinfluB des Adrenalins auf die Gewebsatmung zu untersuchen, ohne 
eine Beeinflussung der Werte durch Autoxydation des Adrenalins in 
Kauf nehmen zu miissen. 


II. Die Beeinflussung der Gewebsatmung dureh Adrenalin. 


a) In Ringerlésung. 





und Meerschweinchenserum. 


Gewebe Ringer Ringer + Serum Adrenalinmenge 


Temperatur 


eem 


Rattenleber = ay. = — 11,7 


tp, — —1,2 01 1:10000 37,6 


” To, — 8,2 r), — 9,4 0,1 1: 10 000 37,6 
—122 #9 = —13,2 0,05 1:10000 37.6 


a Vo = 


Adrenalin iibt in den angewendeten Konzentrationen keinen Ein- 
fluB auf die Atmung der Rattenleber aus. Die gefundenen kleinen 
Differenzen liegen innerhalb der Grenzen der methodischen Fehler. 


Adrenalin iibt auch nach Zusatz der angefiihrten Serumarten zur 
Ringerlésung auf die AtmungsgréBe der Ratten-, in einem Falle der 
Meerschweinchenleber keinen EinfluB aus. Die scheinbare Steigerung 
der Atmung bei Verwendung von 0,1 und 0,05 cem Adrenalin 1: 1000 
ist bedingt durch Autoxydation des Adrenalins, wie aus der Tabelle 
hervorgeht. 


on ttn ne Wanean von Menschen-, Rattven- 


Nach Abzug des Wertes fiir die Autoxydation fallt die scheinbare 
Steigerung der Gewebsatmung nach dem Adrenalinzusatz dahin. 
Auch die Anderung des Volumens der Nahrfliissigkeit, sowie eine 
Verminderung des Sauerstoffgehaltes im Atmungstrog haben auf den 
Ausfall der Atmungsgr6Be der Rattenleber mit und ohne Zusatz von 
Adrenalin keinen EinfluB8. Auch hier liegen die kleinen Differenzen in 
der Atmungsgr6Be der Leberstiicke mit und ohne Zusatz von Adrenalin 
in den Grenzen der methodischen Fehler. 


Aus den Ausfiihrungen geht hervor, daB Adrenalin in gleicher 
Weise wie in Ringerlésung allein auch nach Zusatz von kleinen Serum- 


mengen zur Ringerlésung keinen EinfluB auf die AtmungsgréBe der 
Leber ausiibt. 
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b. Walthard u. H. v. Wattenwyl. 


Versuchsprotokoll, 


7.0 cem Ringer 6,9 cem Ringer 
Ol ..) Serum (Ratte) 0,1 .,) Serum (Ratte) 
OL ., Adrenalin 1: 10000 

1 .. 5°.i¢. KOH O11 ., 5° vig. KOH 
Schnitt: 0.0031 ¢ Schnitt: 0.0034 ¢ 
h 64 h 63 
4 15,2 I 16,0 
kos 0,72 kos 0.79 
Xr) - 14.8 TO, . 14.6 

Literatur. 


Kisch u. Leibowitz, diese Zeitschr. 220, 97, 1930. 

















Zum Chemismus der 
durch Aspergillus niger bewirkten Siurebildungsvorgiinge. 


X. Mitteilung: 


Uber die Bildung von Oxalsiure aus Ameisensiiure. 


Von 
K. Bernhauer und F. Slanina. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der 
deutschen Universitat in Prag.) 


(Eingegangen am 17. Juni 1935.) 


In den vorangehenden Untersuchungen zur Aufklarung des Chemis- 
mus der Saurebildung durch Aspergillus niger wurde insbesondere tiber 
die Umwandlung von Alkohol sowie Essigsiure in Citronensiure und 
Oxalsiure (neben anderen Siuren) berichtet und zugleich Stiitzen fiir 
die Anschauung erbracht, daB auch bei der Saurebildung aus Zucker 
der Abbauweg zunichst gemiB dem Neubergschen Abbauschema zu 
Alkohol sowie Essigsiure fiihrt und daB dann erst die fiir den Pilz- 
stoffwechsel typischen Saurebildungsvorgange einsetzen!. Bei diesen 
Untersuchungen zeigte sich u.a., da aus essigsauren Salzen, ins- 
besondere aus Na-Acetat, recht erhebliche Mengen an Oxalsiure ent- 
stehen?, und zwar bis 75°, der verbrauchten Essigsiure. Ob dabei 
der Weg iiber Glykolsiure oder Bernsteinséiure fiihrt, konnte nicht 
mit Sicherheit klar gestellt werden, doch wurde aus beiden Séiuren 


1 Vel. auch K. Bernhauer, Die oxydativen Gaérungen. Berlin, Springer, 
1932; sowie Grundziige der Chemie und Biochemie der Zuckerarten, 8.231 ff. 
Berlin, Springer, 1933. 

2 Bernhauer u. Siebenduger, diese Zeitschr. 240, 232. 1931. 








110 K. Bernhauer u. F. Slanina: 


Oxalsaure gebildet, aus Bernsteinsiure allerdings in weitaus gréBeren 
Mengen', so daB wohl der Weg der Oxalstiurebildung iiber Bernstein- 
sdure und Fumarsdure als Hauptvorgang anzusehen ist. Weiterhin 
haben Chrzqszez und Zakomorny? vor kurzem iiber die Umwandlung 
von Fumarsaure durch Schimmelpilze berichtet. Sie erhielten dabei 
neben meist geringeren Mengen Citronen- und Apfelsiure vor allem 


Ameisensdure und Oxalsdure, wobei auch Anhaltspunkte fiir die Bildung 
von Glyoxylsaure aufgefunden wurden. Dies legte die Vermutung 
nahe, da der weitere Abbauweg der Fumarsaure folgendermaBen 
verlaufen kénnte: 

CH .COOH CHO.COOH H.COOH COOH 

—> 2coO, —> 
CH .COOH CHO.COOH H .COOH COOH 
oO, ~ Os —H, 


In der vorliegenden Mitteilung bringen wir insofern eine Stiitze 
fiir diese Anschauung, als sich zeigen lieB, daB ameisensaure Salze 
(insbesondere Na-Formiat) unter der Einwirkung von Aspergillus niger 
leicht und in relativ guten Ausbeuten (bis iiber 40°, der verbrauchten 
Ameisensaure) in oxalsaure Salze iibergefiihrt werden kénnen. Daneben 
wird ein Teil der Ameisensiure direkt zu CO, abgebaut. Die Ausbeuten 
an Oxalsiure aus Na-Formiat waren dabei stets erheblich gréBer als 
aus Ca-Formiat; dies stimmt auch mit den bei der Umwandlung von 
Acetaten gemachten Erfahrungen gut iiberein. Die gebildete Oxalsiure 
wurde als solche isoliert und identifiziert. 


Vermutlich diirften zu dieser von uns aufgefundenen Reaktion 
(die rein chemisch schon lange verwirklicht ist) alle oxalsiure- 
bildenden Pilze (und vielleicht auch andere Organismen sowie 
héhere Pflanzen) befahigt sein. Das die Reaktion katalysierende 
Enzym ist vermutlich als Formico-dehydrase aufzufassen. Der Vor- 
gang selbst erscheint auch deshalb von groBem Interesse, da eine 
nahe chemische Parallele zur Bildung von Bernsteinsiure aus Essig- 
siiure augenfallig ist. 


Falls sich die Richtigkeit des Abbauschemas von Chrzqszcz be- 
weisen laBt, kénnte aus 2 Mol Essigsiure nur 1 Mol Oxalséure ent- 
stehen, entsprechend 75% (90. 100/120), und die Reaktions- 


gleichung iiber die Umwandlung von Essigséure in Oxalsiure miiBte 
folgende Form annehmen: 


2CH,.COOH + 30, —H, = COOH .COOH + 2 CO, + 2 H,0. 


1 Bernhauer u. Scheuer, diese Zeitschr. 253, 11. 1932. 
2 Chrzqaszcz u. Zakomorny, ebenda 259, 156, 1933. 
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Ferner ist ersichtlich, daB aus 1 Mol Zucker dann nur 1 Mol Oxalsiure 
sebildet werden kénnte, entsprechend 50°, (90.100 180) des  ver- 
brauchten Zuckers, gemaB der folgenden Gleichung: 
C,H,0, + 50, —H, = COOH.COOH + 4C0O, — 4H,0. 
Die im Gang befindlichen Untersuchungen sollen zeigen, wieweit 
dies richtig ist. 
Experimentelles. 


Versuchsreihe 87 (Nr. 1660 bis 1669). Die Pilzstamme II. XN. NII, NIX 
and XXIII wurden in iiblicher Weise! zur Entwicklung gebracht, sodann 
die Nahrlésung unter sterilen Bedingungen entfernt und nach dem 
Auswaschen durch je 80ccem einer sterilen Na-Formiatlésung (3,5 ° ig) 
bzw. Ca-Formiatlésung (3,7°,ig) ersetzt. Die Lésungen waren daher 
2,5°,ig an Ameisenséiure (demnach Je 2g Ameisensiiure pro Versuch). 
Nach siebentagigem Verweilen bei 33 bis 34° wurden die Versuche ab- 
gebrochen und nach dem Filtrieren und Auffiillen auf je 100 cem an Proben 
die Bestimmung der gebildeten Oxalséiure und unverinderten Ameisensaure 
vorgenommen. Die Bestimmung der Ameisensiure wurde nach Lieben* 
durchgefiihrt, indem eine entnommene Probe (10 cem) nach Zusatz einer 
ausreichenden Menge Schwefelsiure mit Wasserdampf destilliert und das 
Destillat nach Zusatz von Sodalésung mit n/10 Kaliumpermanganatlésung 
titriert wurde (lcem n/10 KMnO,-Lésung entspricht 0.00138 g Ameisen- 
saure). Zur Bestimmung der Oxalsiure in den Na-Formiatversuchen 
wurden die entnommenen Proben zunachst mit Essigs&ure angesiuert, 
wobei starkes Brausen eintrat, was auf die Gegenwart von Na-Carbonat 
bzw. Bicarbonat hinweist. (Die Lésungen waren stets gelb bis dunkelbraun 
gefarbt, ebenso wie in den friiheren Versuchen mit Na-Acetat.) Dann 
wurde in tiblicher Weise mit Calciumchlorid gefallt und mit Permanganat 
titriert. Bei den Ca-Formiatansaétzen hatten sich bereits wahrend der 
Versuche Kristalle an den Pilzdecken abgeschieden; diese wurden gemeinsam 
mit den Pilzdecken filtriert, die Riickstande sodann mit verdiinnter Salz- 
siure behandelt., wobei starkes Brausen eintrat, was auf die Gegenwart 
von Caleitumcarbonat hinwies. Im salzsauren Filtrat wurde sodann das 
Ca-Oxalat durch Ammoniakzusatz in der Hitze gefallt und in iiblicher 
Weise bestimmt. Die gewonnenen Ergebnisse sind aus der Tabelle I er- 
sichtlich. 

Zur Identifizierung der Oxvalsdure wurden je 50 cem der 5 Na-Formiat 
versuche vereinigt, die Lésung mit Essigséure versetzt, mit Tierkohle 
entfarbt und sodann heiB mit Calciumchloridlésung gefallt ; der Niederschlag 
abgesaugt und getrocknet: 1,7 g. Derselbe wurde mit 4 cem konzentrierter 
Salzsiiure gut verriihrt und die erhaltene Masse mit Ather wiederholt 
extrahiert. Aus den vereinigten Filtraten kristallisierte nach dem Ent- 
fernen des Athers die Oxalsiure aus. F. 102°, Mischschmelzpunkt mit 
Oxalsiure gab keine Depression. Auch die sonstigen Eigenschaften des 
erhaltenen Produktes stimmten mit Oxalséure (+ 2 H,O) vollig tiberein 


1 In 300-cem-Erlenmeyer-Kolben je 100cem 10°,ige Rohrzucker- 
lésung mit 0,2°,ig. NH,yNO,, 0,1°,ig. KH,PO, und 0,025° ig. MgSO,, 
7 Tage bei 33 bis 34°. 

2M. 14, 746, 1893. 


K. Bernhauer u. F. Slanina. 


Tabelle t. 





Oxalsiure 


Pilz- Ameisen- : ; 
, acken- . ss iy 0 , 
Pilz- sprechend je  decken- — eae einen | ™ lm 
stamm 2g Ameisen- SeWicht verbraucht angewendeten , 
. £ 2 yrauchten 
siiure) Ameisen- 


: Ameisen- 
g g siure share 


Substanz (ent- 


Versuch 
Nr. 


1660 Na-Formiat 1,667 s 0,438 21,9 
1661 Ca-Formiat 1.635 5726 0,061 3,05 
1662 , Na-Formiat 2,148 Ry 0,447 22.36 
1663 : Ca-Formiat 3,061 sf 0.038 1.9 
1664 ; Na-Formiat 1,244 365 0,566 28.3 
1665 . Ca-Formiat 0,984 0,326 16,3 
1666 | ; Na-Formiat 1,41 Rs 4 0.424 21,2 
1667 Ca-Formiat 1,274 BY 0.083 4,15 
1668 = | Na-Formiat | 0,83 9 0.415 20,75 
1669 or Ca-Formiat | 1,078 6: 0,227 11,35 
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Beziehungen zwischen der Struktur 
der Antigene und der Spezifitit der Antikérper. 


VI. Mitteilung: 
Uber die Bedeutung der Molekulargrége der Haptene fiir deren Affinititsgrad 
zu den Antikérpern. 


Von 
E. Berger und H. Erlenmeyer. 


(Aus dem Hygienischen Institut und der Anstalt fiir anorganische Chemie 
der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 19. Juni 1933.) 


In einer vorhergehenden Arbeit! hatten wir mitgeteilt, daB die in 
der Blutbahn vorhandenen Prazipitine gegen diazotierte und an EiweiB 
gekuppelte p-Aminophenylarsinsaiure durch die Injektion der korrespon- 
dierenden Haptene gebunden werden kénnen. Dabei hatte sich in 
bezug auf den Grad der Bindung durch die einverleibten Hapten- 
lésungen ein ungleiches Verhalten ergeben, indem das Amin der Phenyl- 
arsinsiure nur in geringem Mae den Antikérpertiter zu beeinflussen 
vermochte, wahrend die diazotierte und an Tyrosin gekuppelte Arsin- 
siure eine Reduktion der Prazipitine herbeifiihrt, die fast an diejenige 
heranreichte, die wir durch Applikation des einweiBhaltigen komplexen 
Antigens erzielt hatten?. Diese Beobachtungen stehen mit Angaben 
K. Meyers® und Landsteiners® iiber das Nichtgelingen bzw. tiber die 


1 E. Berger u. H. Erlenmeyer, diese Zeitschr. 255, 434, 1932. 

2 Es sei in diesem Zusammenhang auf die Absattigungsversuche von 
Doerr und Hallauer (Zeitschr. f. Immunititsforsch. 47, 291, 1926) aufmerk- 
sam gemacht, denen es nicht oder nur in ger.ngem MaBe gelang, den im Blute 
von Kaninchen zirkulierenden Forssman-Antikérper durch intravendse In- 
jektion des Haptens in Form des Pferdenierenlipoids zum Verschwinden zu 
bringen. Wir werden auf die Befunde der Autoren an anderer Stelle bei 
der Wiedergabe von Bindungsversuchen mit Sterinen und Lecithin genauer 


eingehen. 
3 Dieselben, 1. ¢. 
Biochemische Zeitschrift Band 264. 8 
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114 E. Berger u. H. Erlenmeyer : 


Schwierigkeit der spezifischen Desensibilisierung vorbehandelter Meer 
schweinchen durch das einfache Atoxyl in Einklang, auBerdem mit de: 
von Landsteiner® gefundenen Tatsache, daB in vitro die Haptene in 
Form des Diazokérpers starker den Antikérper fixieren als das ent 
sprechende Amin, Befunde, die in ihrer Gesamtheit zu der Annahm: 
drangen, da die Beziehungen der Haptene zu den Antikérpern nicht 
nur durch den Faktor der Spezifitaét bestimmt sind, sondern auch 
durch den Affinitdtsgrad der beiden miteinander reagierenden Kom- 
ponenten; dabei kann es zunachst dahingestellt bleiben, ob der Affini- 
taitsgrad durch die Geschwindigkeit der zwischen Hapten und Anti- 
kérper ablaufenden Reaktion entschieden wird, oder, was uns wahr- 
scheinlicher diinkt, durch die Starke bzw. Festigkeit der gegenseitigen 
Bindung. 

Die Unterscheidung zwischen Spezifitaét der Bindung und Starke 
derselben bei Immunitatsreaktionen ist nicht neu und wurde bereits in 
der alteren Literatur, insbesondere in den Diskussionen iiber die Aviditat 
zwischen Toxin und Antitoxin wiederholt betont: weniger oder gar nicht 
hat man aber auf diese Differenzierung hingewiesen in den Untersuchungen 
iiber Chemospezifitat, bei denen man sich fast nur mit den Fragen nach 
den Ursachen und den Grenzen der Spezifitat befaBte, kaum aber mit 
dem Problem der Avidititsverhaltnisse bei den Haptenen. Wohl 
liest man in dem Schrifttum gelegentlich die Vermutung, so bei A. Klop- 
stock und G. E. Selter!, daB die GréBe des Molekiils der mit dem Anti- 
kérper reagierenden Stoffe von Einflu8 auf das Zustandekommen 
von in vivo ablaufenden immunologischen Erscheinungen ist, doch 
vermochten wir bei der Durchsicht der einschligigen Literatur nur 
eine einzige Arbeit mit experimentellem Material zu finden, das_ bei 
der Klarung der Frage der Bedeutung der MolekulargréBe der Haptene 
fur den Affinitatsgrad zu den Antikérpern sich verwerten laBt. K. Land- 
steiner und J.vander Scheer berichten, daB die Prazipitation von 
Immunseren gegen Ortho- und Paraaminobenzoesiure durch die 
homologen Komplexantigene auch durch Zusatz verschiedener  ge- 
sittigter Monocarbonsiuren gehemmt werden kann, wobei im all- 
gemeinen der hemmende Effekt mit der Lange der Kohlenstoffkette 
der gepriiften Verbindungen zunahm. Diese Versuche geben aber in 
bezug auf das zur Diskussion stehende Problem nur bedingt AufschluB, 
da das Zustandekommen der Hemmungsreaktion durch die benutzten 
Fettsauren offenbar von den Autoren selber nicht als ein rein spezifischer 
Vorgang angesehen wird, worauf die beiden Bemerkungen Landsteiners 
und van der Scheers hinweisen, daB 1. die betreffenden Beobachtungen 
méglicherweise auf die physikochemischen Eigenschaften der héheren 


! Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 55, 118, 1928. 
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Fettsiuren zuriickzuftihren sind und da 2. die Salze der Gallen- und 
Desoxycholsduren generell die Prazipitation zu hemmen scheinen!. 


Zwecks Versuchs einer Klarung des angeschnittenen Problems, 
welches uns auch von Bedeutung fiir die Kenntnis des Mechanismus 
der Haptenantikérperreaktion als solcher zu sein scheint, hatten wir in 
einer friiheren Arbeit? eine Reihe von Substanzen mit verschiedener 
Konstitution und MolekulargréBe, aber gleicher spezifitatsbestimmender 
Gruppe (--SO,H) mittels der Hemmungstechnik nach Landsteiner in 
vitro gepriift, ohne indessen auf diese Weise zu einem positiven Resultat 
zu kommen. Zwar hatte sich in unseren Versuchen, wie aus der Tabelle I 
der Publikation hervorgeht, die an Tyrosin gekuppelte Bis- Azosulfanil- 
siure im Verhiltnis zu den anderen gepriiften Haptenen als stirker 
hemmend erwiesen, doch waren die zwischen den einzelnen Haptenen 
zutage getretenen Unterschiede keineswegs markant und vor allem 
nicht so eindeutig, wie die eingangs erwahnten betrachtlichen 
Differenzen in dem Absattigungsvermégen der Prazipitine durch 
das Amin der Arsinséure einerseits und durch den Azokérper 
andererseits, welche Befunde ja den Ausgangspunkt unserer Beob- 
achtungen reprasentierten. 

Unter diesen Umstanden war es geboten, auf die urspriingliche 
Anordnung des Absattigungsversuchs in vivo zuriickzugreifen und durch 
die Injektion verschiedener Haptene von gleicher Spezifitat den EinfluB 
der chemischen Struktur auf die Bindung zwischen Hapten und Anti- 
kérper zu studieren. 

Wir gingen in den nunmehr zu schildernden Versuchen so vor, dab 
wir eine Reihe von Kaninchen mit einem Komplexantigen immunisierten, 
welches durch Diazotieren von Sulfanilsdure und Kuppeln derselben an 
Schweineserum gewonnen war. Nach erfolgter Antikérperbildung spritzten 
wir den Tieren intravenés die Haptenlésungen ein und entnahmen nach 
15 bis 18 Minuten sowie nach 2 Stunden aus der Ohrvene Blut, dessen 
Serum wir dann auf seinen Prazipitingehalt auswerteten, wobei wir als 
Antigen fallende Verdiinnungen von diazotierter und an MWenschenserum 
gekuppelter Sulfanilsiure benutzten. 

In der Tabelle I sind zunachst die Titrationen von acht Seren nieder- 
gelegt, die von Kaninchen stammten, welche mit folgenden fiinf Hapten- 
lésungen gespritzt waren: 1. Benzolsulfosdure, 2. Sulfanilsiure, 3. Benzo- 
phenonsulfosaéure, 4. Acetophenonsulfosaiure, 5. Echtgelb. 

Beziiglich der Einzelheiten der Technik sei auf die vorhergehende 
Mitteilung? verwiesen. in der sowohl die Herstellung des Komplexantigens 
wie der fiir die Absattigung benutzten Haptene beschrieben ist. 

Das Resultat der vergleichenden Untersuchung ist, dali eine Beein- 
flussung des Prazipitintiters in eindeutiger Weise nicht zutage trat; zwar 


1 J. of exper. Med. 54, 295, 1931. 
2H. Erlenmeyer u. E. Berger, diese Zeitschr. 262, 196, 1933. 
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sahen wir bei der Ablesung einer Reihe von Sera, die von den 15 Minuten 
post injectionem gewonnenen Blutproben stammten, dali die Menge der 
entstandenen Prazipitate, besonders in den Eprouvetten mit den starksten 
Antigendilutionen etwas geringer war als bei den Sera der vor der Reirjek- 
tion entnommenen Proben, doch liegen hier die Unterschiede médglicher- 
weise schon im Bereich der Fehlergrenze der Auswertung. Demnach kann 
man nur sagen, daB die Wirkung der fiinf applizierten Haptene auf die 
Antikérper, sofern tiberhaupt ein Effekt vorhanden war, minimal gewesen 
sein muB und dies auch bei denjenigen Verbindungen, deren Molekular- 
gréBe die der beiden ersten in der Tabelle angefiihrten um ein wesentliches 
iibertrifft und von denen ferner, wie z. B. bei dem Echtgelb, die betriacht- 
lichen Quantitaten von 15 und 20 ccm eingespritzt wurden. 

Anders die Applikation der 7 yrosin-bis-azosuljanilsdure, deren Zufuhr, 
wie aus der Tabelle Il hervorgeht, stets eine wesentliche Erniedrigung des 
Antikérperspiegels zur Folge hatte. In zwei Fallen war die Wirkung der 
injizierten Azoverbindungen so evident, daB ein vollkommener Prazipitin- 
schwund eintrat, wobei noch zu beriicksichtigen ist, daB die absolute Menge 
der eingespritzten Lésungen, bezogen auf die Molkonzentration, nicht 
einmal immer an die der iibrigen applizierten Haptendilutionen heran- 
reichte. 

Um uns von der Spezifitat der starken in vivo ablaufenden Reaktion 
zwischen Hapten und Antikérper zu tiberzeugen, haben wir noch drei 
Kaninchen, welche Prazipitine gegen diazotiertes Atoxyl Menschen- 


Tabelle Il. 


Hapten: '/95) mol. Tyrosin-bis-azosulfanilsiure. HOOC .CH(NHg,). CH, 
.C,H,.(OH):(.N = N.CgH,.SO,H)g. Molekulargewicht: 549. 








Injizierte Anti ees 
T yes Antigenverdiinnungen 

lier Haptenmenge Zeit Cae ees nee ‘nina, 

Nr. ecm 100 500 1000 5000 | 10000 15000 


{vor Injektion + +4 +(+) > + 7 7] 

S 23 6 nach 15 Min. 4 ” “ 4 “7 0 
| nach 2 Std. ” tt 7) “4 0 

| vor Injektion +++ +4444 4+4(+) +(+) 4 “7 

$ 25 6 nach 15 Min. + ” “7 “ " “ 
| nach 2 Std. ++ ++ ++ ) @ 

| vor Injektion +++ jt +(+-) " “ “ 

S 22 6 nach 15 Min. ++ +. “ “ " “ 
| nach 2 Std. Sea = = 7) 7) “ 

| vor Injektion +--(4-) +4 + “ ” “ 

$25 8,5 nach 15 Min. “ 6 4 “ 4 
| nach 2 Std. " a "7 " 7 “W 

vor Injektion ++(+) ++ + i) ” 4“ 

$ 27 10 , nach 15 Min. oo 6 ” " “ “ 
| nach 2 Std. +(+) 6 ” " ” " 


serum hatten, die 250 mol. Tyrosin-bis-azosulfanilsaure intravenOs  ein- 


verleibt, ohne daB es jedoch, wie aus der Tabelle i1] abzulesen ist, gelang, 
Veranderungen im Antikérperspiegel hervorzurufen. 
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Tabelle ILI. 


Hapten: Tyrosin-bis-azosulfanilsaure. 





Prazipitine gegen diazotierte Paraaminophenylarsinséiure Rei 


gekuppelt an Menschenserum. 





Tier | paptenmenge zeit. «= |__Amtigenverddmnungen 

Nr. ecm 100 500 1000 5000 = 10000 
{ vor Injektion +++ +++ | +4+(+) | 3 i) 

D 66 6 nach 15 Min. +++ (+) +++ 44/(+) + 7] 
| nach 2Std. +++(+) +++ +++ t ” 
| vor Injektion +-+4+(+) +4+ 44(+) G 

D 99 8 ; nach15 Min. +++4(+) +++ -+(+) + 0 
| nach 2 Std. ++ tt ++ a a 
| vor Injektion oe ++(+) +(+) i] ” 

$1 10 * nach 15 Min. ++ -- ++(+) +(+) a] " 
| nach 2 Std. +++ +4+(+) +(+4) “7 4” 
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Demnach kann an der Spezifitat der beschriebenen Absittigung dey 
Prazipitine durch die Tyrosin-bis-azosulfanilséure kein Zweifel sein, und al4 
Gesamtergebnis der vergleichenden Bindungsversuche in vivo hatten wit 
nunmehr die Tatsache, daB die Verbindung mit der gréBten Molekiilzah! 
die starkste Wirksamkeit gegeniiber den Antikérpern besitzt. Die Annahm« 
von der Bedeutung der Molekulargr6Be fiir die Bindungsstarke der Hapten: 
scheint also zu Recht zu bestehen, in welchem Zusammenhang aber bemerkt 
werden soll, daB GréBenzunahme der Molekel und Erhéhung der Aviditiat! 
zu den Antik6érpern nicht parallel geht; unsere Untersuchungen sprechen| 
mehr dafiir, da’ von einer bestimmten Molekulargr6éBe an sprunghast| 
eine Erhéhung des Affinitatsgrades erfolgt. 


Die Erkenntnis von der Bedeutung der MolekulargréBe der Haptene| 
fiir die Aviditaét zu den Antikérpern in vivo sagt jedoch, wie man sich 
klar sein muB, noch nichts aus, waruwm mit der vorgenommenen Anderung| 
der Haptene ihr Verhalten zu den Antikérpern eine so tiefgreifende Ver-| 
starkung erfahrt, und gibt auch keinen AufschluB dariiber, warum gerade 
bei den Verhaltnissen in vivo die Avidititserhéhung so evident wird. Hie 
kénnen erst neue Studien AufschluB8 bringen, in denen festgestellt werden 
muB, ob mit der Zunahme der Molekulargr6éBe neue Eigenschaften bei den 
Haptenen auftreten, welche ihre starkere Affinitaét zu den Antikérpern 
in vivo verstaindlich machen. Orientierende Experimente von uns haben 
bis jetzt kein klares Resultat ergeben; so waren wir z. B. nicht imstande. 
ein starkeres Diffusionsvermégen der Tyrosin-bis-azoverbindung in Gelatine 
bei einem Vergleich mit dem Echtgelb festzustellen: ebenso fielen Versuche 
in vitro, eine Abschwachung oder Verstarkung der Hemmungsreaktion 
nach Landsteiner durch Zusatz von Serum zu verschiedenen Hapten- 
lésungen zu erreichen, nicht eindeutig aus. Wohl vermochten wir in einigen 
Fallen durch die bezeichnete Veranderung des Milieus eine intensivere 
Hemmung der spezifischen Prazipitation mit der Tyrosin-bis-azosulfanilsaure 
zu erzielen, doch gelang die Reproduktion der Resultate nicht mit de 
wtinschenswerten Konstanz, welche die Voraussetzung fiir eine sichere 
Aussage tiber den EinfluB des Mediums auf den Ausfall der Haptenanti- 
koérperreaktion bildet. 
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Struktur der Antigene und Spezifitaét der Antikorper. Vi. 1] 


Zusammenfassung. 
1. Es werden Bindungs- (Absdttiqungs-) V« rsuche in pote re 
‘sinsiure Reihe von Haptenen von gleicher 1 gee bape. 
(SO,H), aber von verschiedener MolekulargréBe — dem son 
hervorgeht, daB von den verschiedenen ee ee ne ei 
eos einzig die mit der gréBten Molekelzahl, namlich - 3 vrosi S-AZ 
wal Lon sulfanilsiure, den Antikérper in eindeutiger Weise fixiert. 


a » hie né T > der 31 d y asti "ke ce t als b » e ren ft ‘n 
-- I Zu 1ah ne 1 I ] n ungs al ~ h als O CL d n ge } rutt« 
ae } 1 n I i 
sto € In VIVO nit hf pe re tlel 1 t Cl \ Olt € il sol der ¢ folgt 
; r ff n 


: sprunghaft von einer bestimmten MolekulargréBe der en = ee 
+ 3. Diese Resultate unterscheiden sich in ihrer ete een 
friiheren Bindungsversuchen in vitro mit den gleichen eS 
+ | letztere 1. bei der Hemmungsreaktion nach Landste ave ad 
: 4 | den Antikérper banden und indem 2. in bezug auf die Star : : é ae 
‘nicht diejenigen erheblichen Unterschiede zwischen cab . — 
Haptenen festzustellen waren, wie sie unter den Bedingunge1 
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Der lokale Reizeffekt 
von Caleiumsalzen in Beziehung zu ihrer Dissoziation. 


Von 
Behrend Behrens und Jakob Wajzer. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 18, Juni 1933.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


I. 

Aus zahlreichen Befunden der Literatur darf die Berechtigung 
hergeleitet werden, cine Reihe physiologischer Calciumwirkungen auf 
die Calciumionen zu beziehen. Es lag also nahe, auch die verschieden 
starke entziindungserregende und nekrotisierende Wirkung, die von 
einigen Calciumsalzen bekannt ist, auf Unterschiede im Ca-Ionengehalt 
dieser Salzlésungen zuriickzufiihren. Das Calcium findet sich im Blute 
in einer Verdiinnung vor, in der man den als einfaches Salz gelésten 
Anteil mit dem ionisierten weitgehend gleichsetzen darf; dagegen 
werden therapeutische Calciumsalze in Konzentrationen verwendet, in 
denen man die Ionisation als unvollstandig annehmen darf. Die Frage, 
die wir uns vorlegten, war also: Wieviel Ca-lonen werden jeweils mit 
einer bestimmten Menge des Salzes injiziert ? Besteht eine Beziehung 
zwischen eingefiihrter lonenmenge und entziindungserregender Wirkung / 

Die Ermittlung der Ionenkonzentration in den von uns unter- 
suchten Salzen stiitzt sich auf Leitfahigkeitsmessungen. Wir sind uns 
dabei bewuBt, daB vom Standpunkt der modernen Elektrochemie 
gegen diese Methode Bedenken bestehen, sofern sie absolute Werte 
der Ionenkonzentration liefern soll. Fiir eine reine Salzlésung ist aber 
eine fiir unseren Zweck hinreichende Aussage tiber den Gehalt an aktiven 
Ionen zu erhalten. 

Es wurden propionsaures, milchsaures, valeriansaures, capron- 
saures, gluconsaures Ca untersucht. Fiir CaCl, beziehen wir uns auf 
Angaben aus dem Werke von Landolt- Bornstein. Einige weitere Salze 
aliphatischer Sauren, die von uns untersucht wurden, lieferten ihrer 
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Aguivalentleitfahigkeit A 


Aquivalentleitfahigkeit A 


Der lokale Reizetfekt von Calciumsalzen. 


starken Hydrolysierbarkeit 


untersuchten Salze verschiedener Herkunft zeigten, 
vorsichtiges Waschen mit kaltem Leitfahigkeitswasser gereinigt 
eventuell umkristallisiert worden w 


wegen keine brauchbaren Resultate. 
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]22 B. Behrens u. J. Wajzer: 


Kohlrauschsche Walze in Wheatstonescher Schaltung, als Strom«uelle ein 
mit Netzanschlu8 betriebener Schwingungskreis, als Nullinstrument ein 
Telephon. 

Abb. 1 gibt die Messungen wieder. Die Kurven waren weder rech- 
nerisch noch graphisch auf Leitfahigkeit in unendlicher Verdiinnung 
(A...) zu extrapolieren. Uberfithrungsversuche, die wir zu diesem Zwecke 
gemacht haben, fiihrten wegen sekundarer Zersetzung des Anions nicht 
zum Ziel. Um die Leitfahigkeit bei unendlicher Verdiinnung zu er- 
mitteln, haben wir die entsprechenden Alkalisalze untersucht; ebenso 
wurde eine Leitfahigkeitskurve vom valeriansauren Kalium angefertigt. 
Die Alkalisalze verhielten sich normal wie starke Elektrolyte. Da aus 
zahlreichen Messungen die Differenzen der Aquivalentleitfahigkeit 
von Calcium- und den Alkaliionen bei gleichem Anion bekannt sind, 
kénnen aus den 4-Werten der Alkalisalze Leitfahigkeitskurven der 
entsprechenden Calciumsalze berechnet werden, wie sie sich ergeben 
wiirden, wenn im Ca-Salz das elektrochemische Verhalten des Anions 
zum Kation das gleiche ware, wie in den bisher untersuchten anorgani- 
schen Calciumsalzen. Das Ergebnis dieser Berechnung ist in den 
Abb. 2 bis 4 wiedergegeben (punktierte Linie). 

Es ergibt sich ein annahernd normales Verhalten beim valerian- 
sauren Calcium, wahrend die experimentell gefundenen Kurven fiir 
Lactat und Gluconat in konzentrierten Lésungen eine erhebliche 
Depression der Leitfihigkeit gegeniiber der berechneten Kurve (punk- 
tierte Linie) zeigen. Erst bei héheren Verdiinnungen nahern sich die 
experimentell erhaltenen Kurven den theoretischen. 

Zur Berechnung der scheinbaren Dissoziation wurde von der graphisch 
extrapolierten Leitfahigkeit in unendlicher Verdiinnung (40°) der Alkalisalze 
die Differenz Alkaliion—Calciumion nach Angaben von Landolt- Bérnstein 
abgezogen. Es ergab sich fiir valeriansaures, milchsaures, gluconsaures Ca 
etwa 75, 80, 71. Die nach « A/ico berechneten Dissoziationsgrade sind 
in Abb. 5 wiedergegeben. Die Werte fiir CaCl, sind nach den aus Landolt- 
Bornstein entnommenen Daten berechnet. 


i. 

Die in der geschilderten Weise ermittelte Dissoziation wurde mit 
der lokalen entziindungserregenden Wirkung der Salze im Tierversuch 
verglichen. Der biologische Versuch stieB insofern auf Schwierigkeiten, 
als an verschiedenen Tieren zu verschiedenen Zeiten Entziindungs- 
effekte ihrer Starke nach verglichen werden muBten. Da ein zuver- 
lassiger MaBstab fehlt, konnte dieser Versuch nur eine rohe Schatzung 
ergeben. Wir haben uns bemiiht, wenigstens einen subjektiven Fehler 
auszuschalten, indem wir das Ma8 der Entziindung von einer dritten 
Person beurteilen lieBen, die tiber das Ergebnis der physiko-chemischen 
Untersuchung nicht unterrichtet war. 
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Es wurden jeweils 0,1 eem der Calciumsalzlésung in die vorher nicht 
behandelte Haut des Kaninchenohres intracutan injiziert. Der Entziindungs- 
etfekt wurde nach 6, 24, 48, 72 Stunden beurteilt: in die Tabelle | wurde 
iiberall der maximale Effekt eingetragen; jedes dort angegebene Zeichen 
stellt das Ergebnis an einem Versuchstier dar. Keine Rétung wurde mit 
geringe Rétung mit —-, starkere Rétung mit —, Entziindung und Roétung 
mit ++ +. starke Entziindung mit nachfolgender Nekrose mit © bezeichnet. 
Dabei ist zu beriicksichtigen, dali kleine Blutergiisse, die manchmal bei 
der Injektion entstehen, eine R6étung vorspiegeln, die mit der Entziindung 
nichts zu tun hat; solche Falle wurden ausgeschaltet. Die gespritzten 
Lésungen, die ganze Prozente oder Promille des Salzes enthielten, sind aut 
den Ca-Gehalt umgerechnet worden. Die Konzentrationen waren nach 
oben durch die Léslichkeitsgrenze emiger Salze beschrankt. 


Fir gleich konzentrierte Lésungen ergibt sich die geringste Wirkung 
bei Gluconat und Lactat. Eine weitere Abstufung halten wir unter diesen 


beiden Salzen fiir unsicher. Unter den tibrigen Salzen sind vergleichbar 
Valerat > Propionat > Chlorid, Butyrat Propionat. Im Selbstversuch, 
in dem intracutane Quaddeln von 0,1 und 0.2cem am Unterarm gesetzt 
wurden, ergab sich die Reihentolge Valerat, Chlorid > Lactat, Gluconat 


auch in der Schmerzempfindung. 


Fir weitere Priifungen wurden unter Zugrundelegung der Berechnung 
der Dissoziation diejenigen Konzentrationen von Caleiumchlorid, -gluconat, 
-lactat und -valerat ausgewahlt, die dem lonengehalt nach einer 0,2 n 
Lésung von Calciumgluconat entsprechen sollten. Da die Dissoziation von 
(duconat zu 25°, angenommen wurde, entspricht dies einer Lésung von 
1g Ca-lonen je Liter. Bei intracutaner Injektion von je 0.1 bzw. 0,2 cem 
dieser vier Lésungen in die Haut des Unterarms zeigten Chlorid., Lactat 
und Gluconat keinen Unterschied in ihrem Verhalten. Die Valeratquaddel 
verzog sich viel langsamer. Wahrend die drei anderen Injektionsstellen am 


oO 


nachsten Tage voOllig reizlos waren, zeigte die mit valeriansaurem Calcium 
behandelte deutliche Roétung, Schwellung und Druckempfindlichkeit, die 
erst am tibernachsten Tage verschwanden. Das gleiche Verhalten wurde 
im Tierversuch festgestellt. Der Versuch hat also fiir das valeriansaure 
Caleium nicht das erwartete Ergebnis gehabt. 

Im ganzen ergibt sich jedoch, daB die beiden Salze (Lactat, Gluco- 
nat), die die Anomalie der Leitfihigkeit in konzentrierten Loésungen 
zeigen, auch die geringste entziindungserregende Wirkung haben. 
Ferner fallt auf, daB die herabgesetzte Dissoziation die beiden Salze 
betrifft, deren Anionen gegeniiber den Anionen des Propionats und 
Capronats mit gleicher Kohlenstoffzahl durch ihren Gehalt an OH- 
Gruppen ausgezeichnet sind. In einem auf der 11. Tagung (1932) der 
Deutschen Pharmakologischen Gesellschaft gehaltenen Vortrag  be- 
richtete Weilguny iiber den Effekt der Einfithrung basischer Radikale in 
die Anionen organischer Calciumsalze auf die nekrotisierende Wirkung !. 
Er setzt sie in Parallele zur Stellung dieser Salze in der Hofmeisterschen 
Reihe. Solange der Mechanismus der Calciumnekrose unbekannt ist, 


' Vgl. Aepp. 167, 71, 1932. 
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wird nicht zu entscheiden sein, ob die Stellung in der lyotropen Reihe 
oder der Dissoziationsgrad fiir die Wirkung verantwortlich ist. Ebenso- 
wenig kénnen wir auf Grund der vorliegenden Untersuchungen ent- 
scheiden, ob die Herabsetzung der Leitfahigkeit auf Veranderungen 
der Solvathiille oder etwa partielle Komplexbindung des Calciums 
zuriickgeht. Nach unserer jetzigen Kenntnis setzen sich die Erschei- 
nungen der lyotropen Reihe sehr kompliziert aus Tonen- und Gruppen- 
wirkungen einerseits, aus Ionenpaareffekten andererseits zusammen}. 
Die Dissoziationsunterschiede sind vermutlich bedingt durch die 
gleichen Grundfaktoren, die auch auf die Stellung in der lyotropen 
feihe EinfluB haben. Dab aber die Konzentration der Calciumionen 
nicht allein zur Erklairung der biologischen Unterschiede ausreicht, 
lehrt die starkere Wirksamkeit der fettsauren Salze gegeniiber dem 
Chlorid. 
Zusammenfassung. 

Die Dissoziation verschiedener Ca-Salze organischer Sauren zeigt 
besonders in héheren Konzentrationen Unterschiede, die dem lokalen 
Reizeffekt dieser Salze bis zu einem gewissen Grade parallel laufen. 


1 Vgl. Kurt H. Meyer u. M. Dunkel, Zeitschr. f. physik. Chem., Boden- 
stein-Festband, 553—-573, 1931; J. R. Katz, Naturwiss. 1933, S. 339. 
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Uber eine neue Eiwei8probe im menschlichen Harn. 


Von 
Ryozo Hirohata, Hachiwo Shimokawa und Osamu Kamizawa. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Laboratorium der Medizinischen Schule 
in Taihoku, Japan.) 


(Eingegangen am 22. Juni 1933.) 


Obwohl viele gut ausgearbeitete Proben fiir den Nachweis von 
EiweiB im Harn bekannt sind, halten wir es doch fiir richtig, die hier 
beschriebene mitzuteilen. Die Empfindlichkeit unserer Reaktion ist 
nicht so fein, daB schon die geringen EiweiBmengen des normalen 
Harns sie anzeigen. 

Die Probe beruht auf der Fallung des Eiwei8es durch Flaviansaure. 
M. Heidenhain' hat schon gefunden, daB Casein und Serumalbumin 
durch Dinitronaphtholsulfosaure gefallt werden kénnen, jedoch war 
bis jetzt die Methode nicht fiir einen allgemeinen Nachweis von Eiweib 
im Harn verwendet worden. 

Ausfiihrung. Man nimmt etwa 5 ccm filtrierten Harn, siuert ihn 
gegebenenfalls schwach mit Essigsiure an, und versetzt ihn mit 0,5 
bis 1,0cem einer 10°, igen Lésung von Flaviansiure; man bekommt 
dann je nach der Menge des vorhandenen EiweifBes eine Triibung oder 
einen schwach gelben, flockigen Niederschlag, der im Uberschu8 des 
Reagens unléslich ist, dagegen geht der Niederschlag, wenn er durch 
Albumose verursacht ist, beim Erhitzen in Lésung. Chinin gibt auch 
eine Triibung bzw. einen kristallinischen Niederschlag, der sich ebenfalls 
beim Erwarmen lést. 

Experimenteller Teil. 

Alle Harnproben, die bei Anwendung der iiblichen Proben nicht positiv 
reagierten, fielen auch mit der Flaviansaureprobe negativ aus. In ziemlich 
hohen Konzentrationen geben die N-haltigen Harnbestandteile bei Zimmer- 
temperatur keine Fallung. wie Tabelle I zeigt. Nur Harnstoff und Kreatinin 
scheiden nach halbtagigem Stehen im Eis kristallinische Niederschlage 
aus, die aber schon bei 6 bis 8° nicht mehr bestandig sind, sondern in Lésung 


1 Pfliigers Arch. 90, 115. 
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gehen. Kalium- und Calciumsalze in hoher Konzentration geben beim 
Hinzufiigen der Flaviansaiure erst nach einigen Minuten Niederschlage. 
Daher muf man beim Untersuchen konzentrierten Harns vorsichtig sein, 
da aber diese Niederschlage ziemlich leicht léslich sind, kann man durch 
zwei- bis dreimaliges Verdiinnen das Austallen verhindern. 


Tabelle I. 





dl ige onze atio 

sievnboctentinatte — iy oN Mit Flaviansiure 
Harnetoff. .... 5 keine Fallung 
Harnsaure .... gesattigt - ‘ 
Hippursiure . . . 1 + 
Allantoin. .... 1 . ‘a 
Kreatinin. . .. . 5 B " 
Kreatin ..... 1 . es 


Um die Empfindlichkeit dieser Probe festzustellen, haben wir Rinder- 
blutserum, dessen EiweiBgehalt durch N-Bestimmung nach Ajeldah/ fest - 


gestellt worden war, benutzt. Das Serum wurde einmal mit 0,9°iger 
NaCl-Lésung und einmal mit Harn von Gesunden (j/4 5.1) verdiinnt. 
Die gewohnlichen EiweiBproben in diesem Harn waren negativ. 

Zu je 5cem dieser Lésungen fiigten wir 1 cem von 10-, 5-, 2-. 1- und 


06° iger Flaviansaurel6ésung und beobachteten sofort nach Hinzutiigen 
des Reagens die Triibung. Die Versuchsergebnisse sind in der Tabelle [1 
und ILL zusammengestellt, in denen auBerdem noch die Resultate der 
iiblichen EiweiBproben dargestellt sind. 

Die Empfindlichkeit dieser Probe entspricht also 0,004°, Eiweib 
in 0,9°,iger NaCl-Lésung und 0,003°, im Harn, sie ist ahnlich der 
Sulfosalicylsiureprobe, ibertrifft die Bangsche und Hellersche Probe 
etwas und ist viel empfindlicher als die Koch- und Ferrocyvanwasserstoff- 
siureprobe. Die notwendige Menge von 10°, iger Flaviansaurelésung 
ist, wie Tabelle IV zeigt, 8 Tropfen auf 5 ccm einer EiweiBlosung (0,006 
bis 0,001°,, schwach sauer). (21 Tropfen von Flaviansaurelosung 
entsprechen 1 ccm: 8 Tropfen sind 0,4 bis 0,5ccem.) Man kann aus 
Tabelle IT und HI entnehmen, daB schwach saure Eiweiblésung emp- 
findlicher reagiert: denn neutrale EiweiBlosung von 0,006°, bleibt 
noch klar nach Hinzufiigen von 8 bis 12 Tropfen der 10° igen Flavian- 
siurelésung und zeigt erst nach Ansaiuern mit Essigsiure eine Triibung 
(Naphtholgelb, d. h. Kaliumsalz der Flaviansiure zeigt keine Triibung 
mit Eiweif8 auBer bei Protaminen). 

Andere pathologische Harnbestandteile auBer EiweiB wie: Trauben- 
zucker, Gallenfarbstoff, Aceton, Indikan, geben keine Niederschlage, 
stéren also auch die Reaktion nicht. Harn, der eine positive Diazo- 
reaktion zeigt, verhalt sich ebenso. Die Ergebnisse zeigt Tabelle V. 
Nur in den besonderen Fallen, wo viel Diaminosauren, vor allem Arginin, 
oder Alkaloide ausgeschieden worden sind, muB man vorsichtig sein 
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Tabelle II. 
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Tabelle III. 
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Tabelle 





10° gige Flaviansiurelisung 


Kiweif 


10 ©/gige Flaviansdurelésung 
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und die Probe in solchen fraglichen Fallen erhitzen. Albumose ver 
ursacht einen Niederschlag mit Flaviansaiure, der sich beim Erwarme: 
lost. Die nach Einnehmen von verschiedenen Arzneimitteln in gé 
wohnlichen Dosen ausgeschiedenen Harne gaben keine Reaktion mit 
Flaviansiure. Nur nach Einnahme von Chinin durch die Versuchs 
personen entstand mit unserem Reagens eine beim Erwarmen wiede: 
lésliche Fallung im Harn. Harne, nach der Einnahme von Copaiva 
balsam und Sanderharzél, zeigten auch keine Triibung. Es wurden 
Krankenharne mit den vorher besprochenen und iiblichen Proben 
untersucht. Die Ergebnisse sind in der Tabelle VI dargestellt. 
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Uber eine neue Methode zur quantitativen Histidinbestimmung 
und iiber deren Anwendbarkeit zur Untersuchung von 
hiologischen Fliissigkeiten, insbesondere von Gravidenharnen. 


Von 
Regine Kapeller-Adler. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 23. Juni 1933.) 


Fir das Histidin, diesen unersetzlichen Bestandteil des Nahrungs- 
eiweiBes, hat Pauly! im Jahre 1904 eine sehr empfindliche Reaktion 
angegeben, die bekanntlich darauf beruht, daB8 Histidin mit einer 
alkalischen Lésung diazotierter Sulfanilsiure eine kirschrote Farbe 
liefert. 

Diese alle !midazolderivate charakterisierende Diazoreaktion wurde 
zunachst von MM. Weiss und Ssobolew? zu einer kolorimetrischen, von 
Lautenschldger® za einer titrimetrischen Histidinbestimmungsmethode 
umgearbeitet und erfuhr schlieBlich durch Késsler und Hanke* eine Aus- 
bildung zu einer kolorimetrischen Mikromethode zur Bestimmung des 
Histidins und sonstiger Imidazolabkémmlinge. Gegen dieses bisher all- 
gemein geiibte Verfahren sind besonders in der letzten Zeit sehr viele 
Stimmen laut geworden, weil es sich gezeigt hat, daB ihm verschiedene 
Mange! anhaften. Vor allem ist die Paulysche Diazoreaktion fiir Imidazol- 
kérper keineswegs spezifisch, sondern sie wird auch durch aromatische 
Hydroxylsaéuren, Polyphenole, Aminoséuren wie Tyrosin sowie Farbstoffe 
des Harns® hervorgerufen. Weiter ergeben sich bei der Bestimmung nach 
Késsler und Hanke methodische Schwierigkeiten, dadurch bedingt, da die 


1 Zeitschr. f. phys. Chem. 42, 510, 1904. 
2 Diese Zeitschr. 58, 119, 1914. 

3 Zeitschr. f. phys. Chem. 102, 226, 1918. 
4 J. of biol. Chem. 39, 497, 1919. 

5 Hunter, Biochem. J. 16, 640, 1922. 
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verschiedenen Imidazolderivate in gleichen Konzentrationen nicht identiscl 
Farbreaktionen liefern und da®B die Intensitaét dieser Farbreaktionen ji: 
ihrem Ablauf veranderlich ist. Manchmal! tritt die Farbreaktion iiberhauy 
nicht auf, weil sie durch die Anwesenheit verschiedener Stoffe, wie Harn 
saure, Harnstoff und Aminosaéuren verhindert wird. So erklart es sich, da! 
diese Methode trotz vielfacher Modifikationen seitens verschiedener Autoren 
hautig unbefriedigende Resultate liefert. 

Es liegt im Wesen moderner biologischer Forschungsart, sic! 
hauptsachlich derjenigen Methoden zu bedienen, welche eine elektir: 
Erfassung der zu bestimmenden Substanzen erméglichen. Nach dem 
Vorerwahnten ist es klar, daB die Paulysche Diazoreaktion trotz grobe1 
Empfindlichkeit keineswegs die Grundlage einer spezifischen Histidin 
bestimmungsmethode bilden kann, zumal sie auch durch andere Imidazol 
derivate und Phenole gegeben wird. So bildete der Mangel einer nur dem 
Histidin eigentiimlichen Bestimmungsmethode die unmittelbare Veran- 
lassung zur Durchfiihrung der zu besprechenden Untersuchungen. 

Bei der Durchsicht der die Eigenschaften des Histidins betreffenden 
Literatur fiel uns eine schon im Jahre 1908 von Knoop? veréttfentlicht 
Reaktion auf, die darauf beruht, daB Histidin beim Erwirmen mit Brom 
wasser eine rétliche bis dunkelweinrote Farbung. zuletzt einen flockigen. 
schwarzen Niederschlag ergibt. Diese Farbenreaktion, welche nach Knoops 
Angaben nur von Histidin und Histamin, vom letzteren mit anderem 
Farbton, gezeigt wird, mit so nahestehenden Histidinderivaten hingegen 
wie Imidazolpropionsdure, Imidazolmilchsdure und Imidazolessigsdure negatir 
ausfallt, wurde vielleicht wegen ihrer geringen Empfindlichkeit nicht voll 
ausgenutzt. Diese Reaktion wurde von Hunter? durch eine kleine Modifi- 
kation empfindlicher gestaltet und neuerlich zum spezifischen Nachweis 
des Histidins empfohlen. 

Den Ausgangspunkt unserer Versuche bildete die urspriingliche 
Knoopsche Reaktion, und zwar interessierte es uns vor allem, die Natur 
des bei der vorsichtigen Bromierung des Histidins in der Warme ent- 
stehenden schwarzen flockigen K6érpers kennenzulernen. Bei einem 
auf die Isolierung dieser Substanz gerichteten Versuch zeigte es sich 
daB sich letztere in konzentriertem Ammoniak mit purpurroter®, in Ammon- 

carbonat mit tiefblauvioletter Farbe auflése. Die in der Folge angestellten 
Versuche ergaben, daB die Farbe der gebildeten Lésungen proportional 
der Konzentrationserhédhung zunimmt, daB also das Beersche Gesetz. 
welches die Grundlage der Kolorimetrie darstellt, hier Giltigkeit besitzt. 
Somit war der Weg fiir die Ausarbeitung einer neuen kolorimetrischen 
Histidinbestimmungsmethode gewiesen, und in zahlreichen Versuchen 
gelang es, die Bedingungen dieser Reaktion festzulegen. 


1 Cavett, J. of biol. Chem. 95, 335, 1932; Jorpes, Biochem. J. 26, 1507. 
1932; Kaufmann u. Engel, Zeitschr. f. klin. Med. 114, 405, 1930. 

2? Hofmeisters Beitr. 11, 356, 1908. 

% Biochem. J. 16, 638, 1922. 
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Il. Methodik. 
Im folgenden bringen wir eine kurze Beschreibung unserer Histidin- 
hestimmungsmethode. 


Erforderliche Reagenzien. 


oO 


a) 1°,ige Auflésung von Brom in 33° iger Essigsdure (die Reaktion 
verlauft am besten in schwachsaurer Lésung). 5cem Brom werden mit 
500 cem Eisessig versetzt und mit Wasser auf 1500 cem verdiinnt. 

b) Ammoniak-Ammoncarbonatgemisch: 2 Teile konzentrierten Ammo- 
niaks werden mit einem Teil einer 10° igen Ammoncarbonatlésung ver- 


mischt. 
c) Eine 1°/yige Histidin-Standardlésung (leem  entspricht Img 
Histidin). 100 mg Histidin werden mit 2cem 10°, iger Schwefelsaiure 


versetzt und mit Wasser auf 100 cem verdiinnt. 

In einer MeBeprouvette werden | bis 2 cem der Untersuchungslésung 
bzw. 1 bis 2cem der Standardlésung tropfenweise mit dem Bromreagens 
his zum Bestehenbleiben einer schwachen gelblichen Farbung versetzt. 
Nach etwa 10 Minuten — in dieser Zeit ist samtliches Histidin umgesetzt 
werden 2cem des bereitgehaltenen Ammoniak-Amimoncarbonatgemisches 
hinzugesetzt und die Reaktionsfltissigkeit fiir 5 Minuten in ein Becherglas 
mit heiBem Wasser gebracht. Es erscheint alsbald eine tief blauviolette 
Farbung, welche beim darauffolgenden Erkaltenlassen an Intensitat zu- 
nimmt und ihr Maximum erreicht. Nach weiteren 10 Minuten kann die 
Fliissigkeit bereits kolorimetrisch ausgewertet werden, nachdem sie vorher 
mit 96°,igem Alkohol bis zur Marke 10 verdiinnt worden ist. 

Die Farbe der erhaltenen Lésungen ist stundenlang unverdandert 
haltbar, so daB die Kolorimetrie auch spiéter vorgenommen werden kann. 
Die Reaktion ist auBerst einfach auszufiihren, Vorsicht ist lediglich beim 
Zusetzen der Bromlésung geboten. Jeder gréBere BromiiberschuB ist zu 
vermeiden, weil sonst zu niedrige Werte erhalten werden. Im Anfang, bei 
mangelnder Ubung, ist der Endpunkt der Bromierung am besten durch 
Tiipfeln auf Jodkaliumstirkepapier festzustellen. 

Die Empfindlichkeit dieser Reaktion betragt 1: 50000. 

Was den Chemismus der Reaktion betrifft, so sind die diesbeziiglichen 
Versuche noch nicht abgeschlossen. 

Plimmer und Philipps! haben auf quantitativem Wege ermittelt, 
daB 1 Molekiil Histidin bei vorsichtiger Bromierung zwei Atome Brorn 
addiert. Lieben und Miiller? geben an, daB Histidin schon nach drei- bis 
fiinfstiindiger Bromeinwirkung betrachtlich mehr als zwei Bromatome pro 
Molekiil verbraucht. Die Autoren vermuten, daB das Brom zuniichst 
substituierend, in weiterer Folge aber oxydierend auf das Histidin eimwirkt. 
Diese Annahme stimmt gut mit Anoops Angaben und unseren eigenen 
Beobachtungen iiberein, weil ein gréBerer Bromiiberschu®B die Farbung 
offenbar infolge Zerstérung des Molekiils verhindert. 

Welche Konstitution dem in unseren Versuchen entstehenden 
tiefblauvioletten Farbstoff zuakommt, konnte bisher noch nicht ermittelt 
werden. Anscheinend handelt es sich hierbei um die Bildung eines 


1 Biochem. J. 18, 312, 1924; vgl. auch Siegfried u. Reppin, Zeitschr. f. 
phys. Chem. 95, 18, 1915. 
2 Diese Zeitschr. 197, 127, 1928. 
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komplizierten Ringschlusses. Jedenfalls muB hervorgehoben werden 
daB das Zustandekommen dieser Reaktion an das Vorhandensein eines 
intakten Alaninrestes gebunden ist. Denn weder die Imidazolpropion- 
saure noch die Imidazolmilchsaure noch Imidazolessigsaure zeigen dies: 
Reaktion. Ist nur ein Wasserstoffatom der Amidogruppe des Alanin 
restes, wie es beim Carnosin, dem f-Alanylderivat des Histidins 
HC—C—CH,.CH. COOH 
SNH NH.CO.CH,.CH,. NH, 
N—-CH 
der Fall ist, besetzt, so verliuft die Reaktion negativ. 
Auch das von Fargher und Pyman' zuerst dargestellte Methy!- 
histidin HC —C--CH, CHCOOH 


N NH NH.CH, 
CH 
gibt keine positive Reaktion. Eine solche, allerdings recht schwache. 
zeigt lediglich Histamin, wobei aber der Farbton ein anderer, und zwar 
ein goldgelber ist. 
Weiter gibt einen positiven Ausschlag das isomere Methylhistidin* 
HC C—CH, CH—COOH 


N NCH, NH, 
CH 

welche Substanz uns liebenswiirdigerweise von Herrn Prof. Ackermann 
in Wirzburg zur Verfiigung gestellt worden war. Dieses Methylhistidin 
liefert unter den geschilderten Reaktionsbedingungen eine relativ 
schwache rotviolette Firbung (etwa ein Fiinftel der Farbekraft des 
Histidins). Diesen Ergebnissen zufolge kann die besprochene Be- 
stimmungsmethode als durchaus fiir Histidin spezifisch autgefabt 
werden. 

Von gréBter Bedeutung fiir die Untersuchung von Muskelextraktiv- 
stoffen ist die Erkenntnis, daB das Carnosin die erwahnte Reaktion 
nicht zeigt. Auf Grund dieser Tatsache konnten wir eine geeignete 
Methode zur quantitativen Bestimmung von Carnosin neben Histidin 
in Muskelextrakten ausarbeiten. Die hierbei erzielten Resultate decken 
sich vollkommen mit den entsprechenden Literaturangaben. Die 
diesbeziiglichen Untersuchungen sind noch im Gange und werden den 
Gegenstand einer eigenen Veréffentlichung bilden. 


Nachstehend bringen wir einen Auszug aus unseren Protokollen. 


! J. chem. Soc. 119, 734, 1921. 
? Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 11, 1929. 
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Tabelle Lf. 








Zur " Zur . 
ane Gefundenes - = Gefundenes 
oe Histidin Mittel ae Histidin Mittel 
Histidi — in mg og ti . in mg 
stidin in mg Histidin in mg 
1,00 0,94 1 409 2,50 2.50 
1,09 1,05 | ’ 2.50 2.60 
1,30 1,24 | 2,50 2.64 
’ Ti os pos 
1.30 134 j 1 2 50) 2'52 
1,50 1,50 2.50 2.54 
1,59 1.38 | i 2.50 2.56 2.55 
150 150 | 1,47 2.50 2°53 
1,50 1,51 2.50 2.58 
1,60 1,75 2.50 2.50 
2.09 2,00 2.50 2.46 
2,00 2,09 2,50 2.67 
2.00 201 3.00 2.90 
2,00 1.96 3.00 8,12 
2.00 2.12 3,00 2.99 
20) 2.02 9.03 3,00 3.04 
2.00 2.05 = 3.00 3,10 3,02 
2,09 1,98 3.09 3.05 
2.00 2.17 3,00 2.97 
2.00 2.11 3.00 3.00 
2.0) 1,89 3.00 3.00 
2,0) 2.04 4,00 4.19 








If. Untersuchung von Eiweif’hydrolysaten. 


War nun einmal eine fiir das Histidin spezifische Bestimmungs- 
methode gegeben, so sollte zundchst festgestellt werden, ob sie bei 
der Untersuchung von EiweiBhydrolysaten  brauchbare Resultate 
liefere. Vor allem wurden die Hydrolysate histidinreicher Proteine, 
von denen Analysenzahlen in der Literatur vorlagen, in den Bereich 
der Untersuchungen einbezogen. Vorwegnehmend soll hervorgehoben 
werden, daB das Histidin vor der eigentlichen Bestimmung aus dem 
EiweiBhydrolysat isoliert werden soll, und zwar geschieht dies am 
besten mittels des Hopkinschen Reagens. 

Die Methodik der Histidinbestimmung in EiweiBhydrolysaten 
gestaltet sich folgendermaBen: 

2 bis 3g EiweiB werden 20 Stunden lang mit 25° iger Schwefelsiure 
hydrolysiert Aus der Hydrolysenfliissigkeit wird der Ubersehuf der 
Schwefelséure durch Bariumecarbonat entfernt, das gebildete Bariumsultat 
wird abfiltriert, der Niederschlag 6fters mit Wasser zwecks Vermeidung 
gréBerer Verluste ausgekocht und das Filtrat auf ein bestirmmtes Volumen 
gebracht. In aliquoten Teilen des Filtrats wird der Stickstoffgehalt mittels 
Mikro-K jeldahl-Bestimmung und somit der nunmehrige Eiweilgehalt 
ermittelt. Ein gréBerer aliquoter Teil (etwa zwei Drittel) wird zur Isoherung 
der Histidinfraktion bei lackmusneutraler Reaktion am Wasserbad auf ein 


sehr kleines Volumen eingeengt, der Riickstand in einen Erlenme yer-WKolben 
qe Alhohol versetzt, 


mit wenig Wasser hiniibergespiilt und solange mit 96 
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bis eine deutliche Triibung oder ein Niederschlag entsteht. Nun wird etwa 
ein Drittel des verwendeten Alkoholvolumens an Ather und hierauf Hopkin- 
sches Reagens' (eine 10° ige Auflésung von Merkurisulfat in 5° iger 
Schwefelséure) im Uberschu hinzugefiigt. Der entstandene Niederschlag 
wird iiber Nacht stehengelassen. dann abgesaugt, mit Alkohol und Ather 
gewaschen und getrocknet. Das lufttrockene Pulver wird in heiBer. ver- 
diimnter Salzsaure aufgelést, das Ungeléste abfiltriert und das Filtrat mit 
Schwetelwasserstotf zerlegt. Das gebildete Mercurisulfid wird abgesaugt 
und das Filtrat am Wasserbad nach Neutralisation der Salzsdure eingeengt. 
Der Riickstand wird in 10 bis 20 cem 10° ige Schwefelséiure aufgenommen 
und die gewonnene Lésung ..l‘* bildet das Ausgangsmaterial fiir die nach- 
folgende kolorimetrische Histidinbestimmung. 

Sowohl in Eiweibhydrolysaten als auch in sonstigen biologischen 
Fliissigkeiten kommen Stoffe vor, welche die geschilderte Histidin- 
bestimmungsmethode insofern stéren, als sie den bei der Reaktion 
gebildeten blauvioletten Farbton durch einen braunen iiberdecken. 
Man kann aber die unangenehme Wirkung dieser Substanzen_ voll- 
kommen durch Oxydation der schwefelsauren Extrakte mit n/10 Kalium- 
permanganatlésung ausschalten. Da® Histidin in schwefelsaurer Lésung 
durch Kaliumpermanganat nicht angegriffen wird, ist aus der Literatur? 
her hinlanglich bekannt. 

Die Bestimmung wird in ihrem weiteren Verlauf wie folgt durch- 
gefiihrt: 

1 bis 2cem der Lésung 1 werden in einer MeBeprouvette tropfenweise 
mit einer n/10 Kaliumpermanganatlésung solange versetzt, bis die letztere 
eben nicht mehr entfarbt wird. Nach einigen Minuten verschwindet die 
schwache Rosafairbung und es resultiert eine wasserhelle Fliissigkeit. Mit- 
unter triibt sich die Lésung infolge Bildung von Braunstein. Bringt man 
nun die Eprouvette fiir wenige Minuten in ein heiBes Wasserbad, so geht 
der braune Niederschlag in Lésung. Die vollkommen erkaltete wasserhelle 
Fliissigkeit wird nun mit dem Bromreagens tropfenweise vorsichtig bis zum 
Bestehenbleiben einer schwachen Gelbfarbung versetzt. Manchmal ver- 
schwindet die Gelbfarbung schon nach ganz kurzer Zeit, ein Beweis dafiir. 
daB zu wenig Bromlésung verwendet worden war. [n diesem Falle fiigt 
man noch einige Tropfen hinzu. Die schwache Gelbfarbung soll 10 Minuten 
unverandert bestehen bleiben. In dieser Zeit ist samtliches Histidin mit 
Bestimmtheit umgesetzt. In einer anderen Mefieprouvette werden 1 bis 
2 cem der 1° igen Standardlésung analog aufgearbeitet. Beide Eprouvetten 
werden mit Je 2cem des Ammoniak-Ammoncarbonatgemisches versetzt 
und fiir 5 Minuten in ein Becherglas mit kochendem Wasser gebracht. 
Nach dieser Zeit werden die die blauviolett gefarbten Reaktionslésungen 


1 Von der quantitativen Fallbarkeit des Histidins durch Hopkinsches 
Reagens unter den geschilderten Bedingungen konnten wir uns wiederholt 
uberzeugen. AuBerdem existieren diesbeziigliche Daten in der Literatur, so 
von Kossel u. Patten, Zeitschr. f. phys. Chem. 38, 39, 1913, und von Vickery, 
J. of biol. Chem. 78, 631, 1928. 

* Herzog, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 248, 1902; Pauly, ebenda 42, 
510, 1904. 
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enthaltenden Eprouvetten erkalten gelassen, am besten durch Eintauchen 
in ein Becherglas mit kaltem Wasser, wobei das WKiihlwasser hautig ge- 
wechselt wird. Es kommt dabei zur Ausbildung des Farbmaximums. Nach 
weiteren 10 Minuten kann bereits kolorimetriert werden, wobei die Standard- 
lésung mit 96°,igem Alkohol bis zur Marke 10, die Untersuchungslosung 
hingegen mit dem Ammoniak-Ammoncarbonatgemisch erst unmittelbar vor 
dem Vergleich bis zur gleichen Marke verdiinnt wird. Alkohol darf hier 
nicht als Lésungsmittel zur Anwendung gelangen, weil die violette Farbe 
im Gegensatz zu reinen Histidinlésungen in Untersuchungsl6sungen durch 
Alkohol sehr bald abblaBt. Im allgemeinen lassen sich die erhaltenen 
Farbungen mit der optisch gleichwertigen Histidinstandardlésung gut 
vergleichen. 

CUbrigens ist die Umbildung dieser Methode fiir Messungen mittels 
des Pulfrichschen Stufenphotometers bereits von uns in Angriff ge- 
nommen worden, und wir werden bei spaterer Gelegenheit dariiber 
berichten. 

Die bei der Untersuchung von Eiweibhydrolysaten erhaltenen 
Werte finden sich in Tabelle I] zusammengefaBt. Zur Untersuchung 
gelangten Pferdehdmoglobin, Casein und Fibrin, und zwar von jedem 


Protein zwei verschiedene Hydrolysenfliissigkeiten. 


Tabelle Il. 





100 g enthalten a 
Histidin in g, Literaturwerte Autoren 


Mittelwerte in "lo 

Kristallisiertes | 7,45 7,5—7.6 Vickery, J. of biol. Chem. 
Pferdehamoglobin | 7,32 7.6—7,9 79, 382. 1928. Abder- 
halden, Fermenttor- 
schung 10, 446, 1929. 
Jorpes, Biochem. J. 26, 

1495, 19382. 
Casein 4,14 3,4—3,8 Lautenschliger, Zeitschr. f. 
4,09 physiol. Chem. 102, 243, 

1918. 

Fibrin 3,33, 3,73 1,9—3,2 Levene und van Slyke, 
J. f. physiol. Chem. 190, 
57, 1911. Lock u. 


Thomas, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 87, 74, 
1913. 


Die bei der Untersuchung von Pferdehdmoglobin erhaltenen Zahlen 


stimmen sehr gut mit den Literaturwerten, welche durchwegs aus 
jiingster Zeit stammen, iiberein. Sowohl beim Casein als auch ins- 
besondere beim Fibrin lagen die von uns ermittelten Werte hoher, was 
wohl damit zusammenhingt; daB die Literaturwerte, durchgehend 
alteren Datums, offenbar in Verfahren, welche mit Verlusten verbunden 
sind, bestimmt wurden. In weiterer Folge wurden Zusatzversuche mit 
Histidin beim Casein und Fibrin durchgefiihrt. 
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Zusatzversuche heim Casein. 


1. 1eem des nach der oben gegebenen Vorschrift erhaltenen Casein- 
auszuges, enthaltend 3,29 mg Histidin, wurde mit 1,1 mg Histidin versetzt 
und wie gewohnlich aufgearbeitet. Ber.: 4,39 mg, gef.: 4.50 mg Histidin. 

2. 1ceem desselben Extraktes + 0,8 mg Histidin. Ber.: 4,09 mg, gef.: 
4,20 mg Histidin. 

Zusatzversuche bei Fibrin. 


1. Zu 1 cem Fibrinlésung, enthaltend 3,12 mg Histidin, wurden 1,3 mg 
Histidin zugesetzt. Ber.: 4,42 mg, gef.: 4,59 mg Histidin. 

2. Leem Extrakt + 0,5 mg Histidin. Ber.: 3,62 mg, 
Histidin. 


gef.: 3,52 mg 


IV. Untersuchung von Harnen. 
Arbeiten englischer Autoren! gaben die Veranlassung zur Uber- 
tragung der neuen Histidinbestimmungsmethode auf die Untersuchung 
von Harnen, insbesondere von Gravidenharnen. 


Voge berichtet in seiner 1929 erschienenen Arbeit iiber die Anwendbarkeit 
der Knoopschen Bromwasserreaktion zur Untersuchung von Schwangeren- 
harnen. Die in jeder Beziehung so wertvolle Zondek-Aschheimsche Reaktion 
erscheint dem Autor in der Praxis mit groBen Schwierigkeiten verbunden. 
Er selbst gibt eine einfache Reaktion zum Schwangersehaftsnachweis an, 
indem er 2'/,cem Harn mit |] cem einer verdiinnten Bromwasserlésung 
erhitzt. Orangerot» bis rote Farbung zeigt ihm eine positive Reaktion an, 
bei negativer Reaktion bleibt die urspriingliche Farbe hestehen. Voge 
vermutet, daB diese Reaktion durch die Anwesenheit von Histidin in 
Gravidenharnen bedingt sei. Er versucht seine Annahme durch den Nach- 
weis Zu stiitzen, daB normaler Harn, der an und fiir sich diese Reaktion 
nicht zeigt, bei einem Zusatz von Histidin mit Bromwasser einen positiven 
Ausschlag liefert. Auf Grund der Veréffentlichung von Voge versuchten 
Armstrong und Walker aus Schwangerenharnen Histidin zu isolieren. Aus 
10 Litern Harn wurde die Kosselsche Histidinfraktion hergestellt, und tat- 
siichlich gelang es den Autoren aus der erwahnten Harnmenge 200 mg 
Histidinchlorhydrat, das sie mittels Schmelzpunktes, mittels einer Stickstoff- 
und Chloranalyse identifizierten, zu fassen. Diese von ihnen aus dem Harn 
isolierte Substanz zeigte die Knoopsche Bromwasserreaktion, deren 
Spezifitat fiir Histidin die Autoren nachpriifen und bestatigen. Uber ein 
Vorkommen von Histidin neben anderen Aminoséuren in Gravidenharnen 
konnte tibrigens Honda? als erster berichten. 

Bevor nun die Untersuchungen von Schwangerenharnen auf einen 
etwaigen Histidingehalt mittels unserer Histidinbestimmungsmethode 
in Angriff gnommen wurden, sollten zunachst die von Voge gemachten 
Angaben iiberpriift werden. Zahlreiche Gravidenharne wurden nach der 
Vorschrift des Autors untersucht. Es stellte sich bald heraus, daB die 
Reaktion unzuverlissig ist, weil die auftretende Rotfarbung haufig so 
bald abblaBt, daB man in vielen Fillen keine Zeit hat, sich fiir eine 


' Voge, Brit. med. J. 2, 829, 1929; Proc. Roy. Soc. Med. 23, 638, 1930. 
Armstrong u. Walker, Biochem. J. 26, 143, 1932. 
* J. of Biochem. 2, 351, 1923; Ber. f. d. ges. Phys. 32, 598, 1925. 
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positive oder negative Reaktion zu entscheiden. In an sich stark ge- 
farbten Harnen kann man das Ergebnis der Reaktion iiberhaupt nicht 
feststellen. 

Im Verlauf unserer spiteren Untersuchungen gelangten wir zur 
Uberzeugung, da8 man die Bromwasserreaktion im allgemeinen im 
nativen Harn gar nicht anstellen kénne, weil die Harnphosphate diese 
Umsetzung merklich stéren oder sie manchmal ganz verhindern. 


Zur Untersuchung auf den Histidingehalt werden je nach der kleineren 
oder gréBeren Tagesmeage 150—300cem Mischharn oder noch besser 
Friihurin mit einer gesattigten Barytlésung zuniachst von Phosphaten 
befreit, der Niederschlag abfiltriert und aus dem Filtrat das iiber- 
schiissige Baryt durch Schwefelsiure entfernt. Die nach dem = <Ab- 
filtrieren des Bariumsulfats gewonnene Fliissigkeit wird bei lackmusneutraler 
Reaktion am Wasserbad auf ein kleines Volumen eingeengt. Der Riickstand 
wird analog, wie bei der Aufarbeitung von Proteinhydrolysaten beschrieben. 
in alkoholisch-dtherischem Medium mit Hopkinschem Reagens im UberschuB 
gefallt. Da wir uns wiederholt in Paralleluntersuchungen davon iiberzeugen 
konnten, da das Histidin aus konzentrierter Lésung in Gegenwart von 
Alkohol und Ather sofort quantitativ fallt, kann man den Hopkinschen 
Histidinniederschlag sofort nach dem Absitzen aufarbeiten, was mit eine! 
groBen Zeitersparnis verbunden ist. Der Niederschlag wird, wie schon bei 
den Proteinen geschildert, verarbeitet. Man nimmt den nach dem Ab- 
dampfen des neutralisierten Merkurisulfidfiltrates hinterbleibenden Riick- 
stand in 15—-30cem 10° iger Schwefelséure auf, so dab jeder Kubik- 
zentimeter der gewonnenen Lésung 10 ccm urspriinglichen Harns entspricht. 
Die weitere Aufarbeitung ist vollkommen identisch mit derjenigen, wie 
sie oben geschildert worden ist. Es sei nur auf folgendes aufmerksam 
gemacht: Manche Harnfraktionen farben sich nach beendigter Bromierung 
beim Zusatz des Ammoniak-Ammoncarbonatgemisches sofort gelbrot. 
Diese in der Kalte entstehende Farbung verschwindet oft beim Erhitzen 
und ist daher. da die fiir Histidin charakteristische Farbung erst beim Er 
warmen auftritt und als solche bestehen bleibt, tiir letztere Substanz keines 
wegs beweisend,. 

Die aus dem Harn gewonnenen Lésungen liefern bei Anwesenhert 
von Histidin eine mehr oder weniger intensiv violett gefdrbte Fliissigkeit. 
Da uns die GréBenordnung des jeweils zur Ausscheidung im Harn ge 
langenden Histidins interessierte, haben wir immer bei positive Ausfal! 
der Reaktion die gefarbte Lésung kolorimetrisch ausgewertet. Die gesamte 
Harnuntersuchung auf Histidin kann in 3 bis 4 Stunden heendet sein. 

Auf diese Art haben wir normale weibliche und mdnnliche Harne, Harne 
von Schwangeren in verschiedenen Graviditdtsmonaten (2 bis 10), von Woehne- 
rinnen und verschiedene pathologische Harne in den Kreis unserer Unter- 
suchungen einbezogen. 

Da dieser Teil der Arbeit den Gegenstand einer eigenen Publikation 
im Rahmen einer klinischen Zeitschrift bilden wird, beschranken wir uns 
hier auf eine kurze Diskussion der hierbei erzielten Ergebnisse: Alle zu 
Untersuchung gelangten 55 Gravidenharne enthielten kleinere oder gréBere 
Histidinmengen (6 bis 75 mg-°,, und mitunter bis 800 mg in der Tagesmenge ). 
In keinem einzigen Falle verlief die Reaktion negativ. Dieser Befund er- 
scheint um so wichtiger, als Histidin mit ganz wenigen Ausnahmen weder 
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im Harn gesunder noch kranker, nicht gravider Frauen bisher auffindbar 
war. In den sparlichen positiven Fallen waren die nachgewiesenen Histidin- 
mengen auberst gering und nicht zu vergleichen mit den hohen Histidin- 


werten der Mehrzahl der Gravidenharne. Selbstversténdlich miissen die 


gesamten Untersuchungen auf eine viel breitere Basis gestellt werden. 
und eine weitgehende Uberpriifung der erhobenen Befunde mu vor- 
genommen werden, um tiber die praktische Brauchbarkeit dieser Reaktion 
zu einem Urteil zu gelangen. Das Untersuchungsergebnis der Wéchnerinnen- 
harne spricht fiir ein langsames Absinken der Histidinausscheidung post 
partum, Weiter gelangten auch Harne zur Untersuchung, welche von 
anderer Seite auf die Zondek-Aschheimsche Reaktion gepriift worden waren. 
In neun von zehn untersuchten Fallen war eine weitgehende Uberein- 
stimmung beider Reaktionen zu beobachten. Auf die Diskussion der Frage, 
wiesoO e. gerade im Harn von Graviden zu einer Histidinausscheidung 
komme, soll nicht eingegangen werden. Die Verhaltnisse liegen viel zu 
kompliziert, als daB man diese Erscheinung ohne weiteres erklaren kénnte. 
Was die Art der pathologischen Harne betrifft, so wurden hauptsachlich 
solche von Leberkranken, Lungenleidenden und Carcinompatienten unter- 
sucht. Bei den Harnen von leberkranken Personen verlief die Histidin- 
reaktion vollkommen negatir. In diesem Zusammenhang sei an eine Arbeit 
von Kaufmann und Engel! erinnert. in welcher die Autoren iiber eine 
Hyperimidazolurie bei Leberleidenden berichten. Nach unseren Erfahrungen 
kommt bei dieser Erscheinung freies Histidin jedenfalls nicht in Frage. 
Auch in den anderen untersuchten pathologischen Harnen lief sich Histidin 
im allgemeinen nicht nachweisen. Interessanterweise zeigten normale 
mannliche Harne zum Unterschied von normalen weiblichen die Histidin- 
reaktion Ofters positiv, wenn auch die nachgewiesenen Mengen duBerst 
gering waren. SchlieBlich sei noch darauf hingewiesen, dal Versuche, die 
hormonale Beeinflussung der Histidinausscheidung im Harn betreffend, von 
uns bereits begonnen wurden, zur Zeit jedoch noch nicht abgeschlossen sind. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine neue spezifische Methode zur kolorimetrischen 
Histidinbestimmung, welche auf einer Umbildung der Knoopschen 
Bromwasserreaktion beruht, angegeben. Histidin liefert, mit einer 
Bromessigsdurelésung vorsichtig in Reaktion gebracht und_hierauf 
mit einem bereitgehaltenen Ammoniak-Ammoncarbonatgemisch um- 
gesetzt, beim Erwarmen eine tiefblauviolette Farbung. Diese Reaktion 
folgt dem Beerschen Gesetz, ihre Empfindlichkeit betragt 1: 50000. 

2. Diese Histidinbestimmungsmethode hat gegeniiber den bisher 
geiibten Verfahren den Vorteil, fiir Histidin vollkommen spezifisch zu 
sein. Ihr Zustandekommen ist an das Vorhandensein einer intakten 
Alaninseitenkette gebunden. Auch die nichsten Derivate des Histidins 
wie Imidazolpropionsaure, Imidazolmilchsaure und Imidazolessigsaure, 
ja nicht einmal das Carnosin, das $-Alanylderivat des Histidins, geben 
diese Reaktion. 


} Zeitschr. f. klin. Med. 114, 50, 1930. 
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Eine positive Reaktion, eine allerdings sehr schwache goldgelly 
Fdrbung, liefert das Histamin, und eine ebenfalls sehr geringe, rotriolett 
das Methylhistidin, das Spaltprodukt des Anserins. 

Auf Grund der Tatsache, daB Carnosin diese Reaktion nicht zeigt, 
wurde eine Bestimmungsmethode von Carnosin neben Histidin in Muskel- 
extrakten ausgearbeitet. 

3. Dieses Verfahren wurde zu einer quantitativen Histidin- 
bestimmung in biologischen Flissigkeiten ausgebaut. Hierbei wird das 
Histidin zunachst isoliert, und zwar am besten mittels des //opkin- 
schen Reagens. 

4. Mittels dieses Verfahrens wurde der Histidingehalt ciniger 
EiweiBhydrolysate ermittelt. Beim Pferdehdmoglobin wurden 7.32 bis 
7,45°.. beim Casein 4,09 bis 4,14°,, und beim Fibrin 3.33 bis 373°, 
Histidin ermittelt. Die Pferdehamoglobinwerte stimmen sehr gut mit 
den entsprechenden Literaturzahlen tiberein, die Werte von Casein 
und Fibrin liegen héher als die Literaturangaben. 

5. Diese Methodik wurde auch zur Untersuchung von Harnen 
herangezogen, und zwar wurden normale weibliche und mdnnliche, Schwan- 
geren-, Wéchnerinnen- und verschiedene pathologische Harne geprift. 
Simtliche untersuchten Harne von Schwangeren in verschiedenen 
Graviditatsmonaten enthielten Histidin in kleinerer oder groperer Menge 
(6 bis 74 mg-°,, und mitunter bis S00 mg in der Tagesmenge). 








Uber das Auftreten von Imidazolderivaten im Harn. 


Von 


Otto Fiirth und Eduard Herbert Majer. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 23. Juni 1933. 


I. 

Vor nicht langer Zeit hat der eine von uns, gemeinsam mit R. Scholl 
und H. Hermann" gezeigt, wie dtherunlésliche Phenole in jener Harn- 
fraktion zu erfassen sind, welche nach dem Vorgange von Mérner- 
Sjéquist durch Fallung mit barythaltigem Alkohol-Ather abgetrennt 
werden kann. Derartige Phenolkomplexe kénnen nach Untersuchungen 
dieses Laboratoriums? mittels der Millonschen Reaktion erfaBt werden 
und treten, zugleich mit einer vermehrten Ausscheidung des Neutral- 
schwefels, insbesondere bei erhéhtem Zerfall von kérpereigenem Proto- 
plasma, sowie bei Stérungen der Leberfunktion vermehrt im Harn auf. 


Vorliegende Untersuchungen sind nun in Angriff genommen worden, 
um festzustellen, ob Ahnliches, wie fiir die phenolischen Harnsubstanzen, 
sowie fiir die schwefelhaltigen EiweiBabkimmlinge, auch fiir jene <Ab- 
kommlinge des Histidins gilt, welche unter normalen und pathologischen 
Bedingungen im Harn auftreten. Eine derartige Fragestellung erschien 
um so naherliegend, als aus der im gleichen Institut ausgefiihrten 
vorangehenden Arbeit Regine Kapeller-Adlers zu ersehen ist, daB 
Histidinkomplexe mittels einer Modifikation der Knoopschen Brom- 
reaktion scharf erfaBt und quantitativ bestimmt werden kénnen. Das 
s Problem erscheint um so interessanter, als Regine Kapeller-Adler im 
+ AnschluB an Beobachtungen englischer Autoren (Voges, Burt White, 


1 OQ. Firth, R. Scholl u. H. Hermann, diese Zeitschr. 251, 148. 1932: 
Klin. Wochenschr. 1932, Nr. 29, S. 1231. 

2 O. Firth u. W. Fleischmann, diese Zeitschr. 127, 137, 1922; O. Firth 
u. A. Fischer, ebenda 154, 1, 1924. 
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Green, Armstrong und Walker) mit Hilfe der von ihr ausgearbeiteten 
Methode zu zeigen vermochte, daB Histidin regelmaBig im Harn Schwan- 
gerer auftritt. 

Aus friiheren Untersuchungen! geht hervor, daB unter Umstdanden 
auBer Histidin anscheinend auch IJmidazolaminoessigsdure (Kutscher), 
Imidazolacrylsdure (Urocaninséure) und Histamin im Harn auftreten 
kénnen. Engeland? erhielt aus Harn durch Fallung mit Quecksilberchlorid 
und Natriumacetat neben Histidin und Imidazolylglykokoll eine Substanz 
als Goldsalz (Cy;Hg5N,0,,. HCl. AuCl,), die eine schéne Diazoreaktion, 
aber keine Jillon-Reaktion gab. Eine vollstandige Fallung der Imidazol- 
derivate lieB sich durch Phosphorwolframsiure, sowie durch Silbernitrat 
und Barytwasser erzielen. EF. Abderhalden und Buadze* haben gezeigt, 
daB nach Verabreichung von Histidin nur ein Teil des in den Koérper ein- 
getiihrten Imidazolringes im Harn erscheint. 

Als Fiihrungsreaktion zum Aufsuchen von Histidinderivaten im 
Harn hat vielfach die Diazoreaktion gegolten, wobei man zwischen der 
..Paulyschen Diazoreaktion’’ und der ,,Ehrlichschen Diazoreaktion oder 
klinischen Diazoreaktion’’ wohl zu unterscheiden hat‘, als deren Substrat 
man das Urochromogen anzusehen pflegt. Bekanntlich ist unter den 
evklischen Bausteinen des EiweiBmolekiils auBer dem Histidin auch 
das Tyrosin durch die Diazoreaktion ausgezeichnet. Es kann keinem 
Zweifel unterliegen, daB an der Ehrlichschen Diazoreaktion Phenol: 
und Polyphenole wesentlich beteiligt sind ®. 

Nach alteren Untersuchungen des einen® von uns gehért jJene Substanz 
des normalen Harns, welche die Diazoreaktion nach Pauly gibt, zum 
mindesten teilweise jener Gruppe von Schlackenstoffen an, welche man 
unter dem Sammelbegriff der .,Oxcyproteinsduren® zusammenzufassen pflegt. 
Nach Hydrolyse mit starken Mineralséiuren verhialt sich dieses in Alkohol 
lésliche, in Ather unlésliche Chromogen ganz ahnlich dem Histidin. Es 
ist fallbar durch Phosphorwolframséure. durch Quecksilberchlorid bei 
schwach alkalischer, durch Mercurisulfat auch bei saurer Reaktion, durch 
Silbernitrat bei Zusatz von Barytwasser. sowie durch Pikrolonséure. Es 
scheint sich um ein im intermediaren Stoffwechsel, aus Histidin entstandenes 


» 


1 Vogl. diesbeziiglich O. Fiirth, Lehrb. d. physiol. u. pathol. Chem. 2. 
125—126, 1928. 
Engeland, Zeitschr. f. physiol. Chem. 57, 49, 1908. 
E. Abderhalden u. S. Buadze, ebenda 200, 87, 1933. 
Vel. die einschlagige Literatur bei O. Firth, Lehrb. 2, 115—-117, 1928. 
M. Wakamatsu, Japan. J. of Med. Sciences, II. Biochem., 1, Nr. 4, 
Abstr. 46. Wenn Paula Sachs u. H. Kloss (Ber. tf. d. ges. Physiol. 63, 46, 
1931; Zeitschr. f. klin. Med. 119, 551, 1932) in der Grundlage der Ehrlich- 
schen Diazoreaktion einen Tryptophanabkémmling vermuten, so sei daran 
erinnert, da® nach Raper Indolderivate sekundér aus Dioxyphenylalanin 
(Dopa) entstehen kénnen. O. Fiirth u. H. Kaunitz (diese Zeitschr. 258, 231, 
1933) bringen derartige sekundare Ringschliisse unter Bildung von Indolkom- 
plexen mit dem Auftreten der Thormahlen-Reaktion in Melanogenharnen 


o & © 


in Zusammenhang. 
6 (. Fiirth, diese Zeitschr. 96, 296, 1919. 
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Imidazolderivat zu handeln, dessen Auswertung nach dem in Fiirths Labora- 
torium ausgearbeiteten kolorimetrischen Verfahren von W/. Weiss und 
N. Ssobolew' méglich war. Der ,,Diazowert** des normalen Menschenharns, 
umgerechnet auf Histidinmonochlorid, betrug in diesen Versuchen 0,030 
bis 0,070 g (Mittel 0,044 ¢) und 0.3 bis 0.6 g¢ im Tagesharn, worin aber dic 
im Harn enthaltenen phenolischen Substanzen mit inbegriffen waren. Da sich, 
wie unter der Leitung Fiirths von Masslow* ausgefiihrte Untersuchungen 
gelehrt hatten, die Ausscheidung des Diazochromogens von der Menge des 
im NahrungseiweiB gebundenen oder im Fleischextrakt in Form von Carnosin 
enthaltenen Histidins ganz unabhangig erwies, schien ein endogener Ursprung 
des Diazochromogens aus eingeschmolzenem K6rperprotoplasma —wahr- 
scheinlicher als ein exogener Ursprung. Dies war um so mehr der Fall, 
als der ,,Diazoquotient’, der angibt, wieviel Prozent vom Gesamt-N des 
Karns auf Chromogen-N entfielen, bei schwer kachektischen Individuen 
einen merklichen Anstieg erkennen lieb. 
Koéssler und Hanke haben bei ihren sich auf einen langen Zeitraum 
(1919 bis 1924) erstreckenden griindlichen Untersuchungen, welche zur 
Ausarbeitung ihrer bekannten Methode einer kolorimetrischen Histidin- 
bestimmung fiihrten, auch den Imidazolwert von Harnen ermittelt. Sie 
fanden im Tagesharn Werte von 120 bis 220 mg, bei eiweiBreicher Nahrung 
héhere Tageswerte — also im ganzen niedere Werte als Fuirth, dessen Tages- 
diazowerte (300 bis 600 mg) ja die Phenolkérper mit einschlieBen. Weiterhin 
haben Fr. Kaufmann und R. Engel? Untersuchungen iiber Jmidazolderivate im 
Harn Leberkranker ausgefiihrt. Sie bereiteten die Harne derart vor, daB sie 
dieselben mit Bleiacetat unter Zusatz von Natronlauge ausfallten, das Blei 
aus dem Filtrat mit Natriumphosphat beseitigten, auf ein bestimmtes 
Volumen auffiillten und einen aliquoten Teil der Kolorimetrie nach Késsler 
und Hanke unterwarfen, wobei ein Gemenge aus Methylorange und Kongorot 
als Vergleichslésung diente. Als Imidazolwerte im Tagesharn fanden sie: 
bei eiweiBarmer Kost 150 bis 350 mg, bei eiweiBreicher Kost 320 bis 600 mg, 
bei Zulage von Histidin zur Kost bis 865 mg, bei Diurese bis 720 mg, bei 
Hungerazidose keine wesentliche Abnahme (300 bis 700 mg), bei Icterus 
simplex 400 bis 1600 mg, bei Lebercirrhose 400 bis 800 mg im Tagesharn. 
Kaufmann und Engel sagen (l.c. S. 413): ..Fiirth nimmt an, da®B ein un- 
mittelbarer Zusammenhang zwischen dem EiweiB und dem Histidingehalt 
in den Imidazolkomplexen des Harns nicht besteht*. Es ist dies eine durch- 
aus irrige Meinung, die eine Richtigstellung erfordert. Wasslow (1. c. S. 316) 
faBt vielmehr seine unter der Leitung Fvirths ausgefiihrten Untersuchungen 
in ganz klarer Weise wie folgt zusammen: ,,Die Ausscheidung des Diazo- 
chromogens im Hundeharn erwies sich sowohl von der Menge der im 
Nahrungseiwei8 enthaltenen Histidinkomplexe als auch von der Menge 
des im Carnosin der Nahrung enthaltenen Histidins unabhangig. Dagegen 
ergab sich ein inniger Zusammenhang zwischen der Ausscheidung des 
Diazochromogens und dem gleichzeitigen GesamteiweiBumsatz im Organismus, 
insofern die Kurven beider durchaus gleichsinnig verlaufen. Doch ist dabei 
anscheinend das NahrungseiweiB und das zerfallende GewebseiweiB nicht 
gleichmaBig beteiligt und das Chromogen in erster Linie nicht sowohl 
exogenen als vielmehr endogenen Ursprungs.** 


M. Weiss u. N. Ssobolew, diese Zeitschr. 58, 119, 1914. 
2M. Masslow., ebenda 70, 306, 1915. 
3 Fr. Kaufmann u. R. Engel, Zeitschr. f. klin. Med. 114, 406, 1930. 
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Il. Imidazolkérper in 
der Moérner-Sjéquist-Fraktion des Harns. 


1. Die Abtrennung der Moérner-Sjéquist-Fraktion erfolgte in der Art, 
daB je 50cem des zu untersuchenden Harns mit gerade so viel Salzsdaure 
versetzt wurden, da ein eingetauchter Kongopapierstreifen sich eben 
blaulich farbte, derart, daB man damit rechnen konnte, alle vorhandenen 
Sauren in Freiheit gesetzt zu haben. Nun wurden 15g feingepulverten 
Atzbaryts, sowie | Liter eines Gemenges von 2 Teilen Alkohol und 1 Teil 
Ather hinzugefiigt. Nach einigem Stehen wurde scharf abgenutscht, der 
Niederschlag mit Alkohol-Ather gewaschen, dann samt dem Filter in eine 
Glasbiichse mit gut schlieBendem Stépsel tibertragen und | Stunde lang 
mit 25cem Wasser geschiittelt, wobei eine Trennung der wasserléslichen 
und der wasserunléslichen Bestandteile der Fraktion erfolgte. 

2. Diazowert der Mérner-Sjéquist-Fraktion aus normalem Harn nach 
der Methode von Weiss und Ssobolew (1. c.). Diese Autoren haben seinerzeit 
im Laboratorium O. Firths gefunden, daB die Paulysche Histidinreaktion 
unter Einhaltung bestimmter Versuchsbedingungen fiir die kolorimetrische 
Bestimmung des Histidins verwertet werden kann. Einer solchen wird 
zweckmaBbigerweise eine Abtrennung des Histidins von anderen, eine 
aihnliche Reaktion gebenden Substanzen (wie Tyrosin) und = st6renden 
Beimengungen vorangeschickt. Als Reagens dient ein frisch bereitetes 
Gemenge einer salzsauren Sulfanilsiurelésung mit Natriumnitrit; die 
Farbenentwicklung erfolgt durch Natriumcarbonatlésung. Durch serien- 
weise angestellte Verdiinnungsversuche wird jener Verdiinnungsgrad er- 
mittelt, bei dem die Probe und die Testfliissigkeit (Histidinchlorhydrat 
1: 10000) dieselbe Farbungsintensitat aufweisen. Die Feststellung der 
Endreaktion erfolgt mit Hilfe des Dubosqueschen Kolorimeters. 

Schwieriger gestaltet sich die Ausfiihrung dieser Methode, wenn sich 
das Histidin in Gesellschaft hemmender Substanzen findet, die das Diazo- 
reagens binden und das Natriumnitrit fiir sich in Anspruch nehmen (z. B. 
Harnstoff). Es kann geschehen, daB bei Gegenwart gréBerer Mengen 
derartiger hemmender Substanzen das Reagens durch dieselben derart 
mit Beschlag belegt wird, da®B fiir das Histidin nichts mehr iibrig bleibt, 
die Farbenreaktion demnach negativ ausfallt. In solchen Fallen wird die 
Reaktion alsbald zum Vorschein kommen, wenn man weitere Mengen des 
Diazoreagens hinzufiigt. Derartige hemmende Faktoren machen sich nun 
bei der Anwendung auf den Harn in hohem Grade geltend und dies um so 
mehr, als das Imidazol darin ganz oder zum Teil nicht in Form freien 
Histidins, vielmehr in Form komplizierterer Verbindungen (Polypeptiden, 
Kondensationsprodukten ?) zu finden ist. Da die Menge der hemmenden 
Substanzen ja niemals von vornherein bekannt ist, so muBb in jJedem einzelnen 
Falle durch sukzessive Variation der Quantitat der diazotierten Sulfanilsdure 
bei gleichzeitiger Verdiinnung der Histidinlésung erst praktisch ermittelt 
werden, bei welcher Menge des Reagens eine optimale Diazoreaktion entsteht 
(naéheres siehe das Original). 

Proben der wasserléslichen .Wérner-Sjéquist-Fraktion aus 5 Litern 
normalen Mischharns ergeben nun fiir dieselbe einen Imidazolgehalt (aut 
freies Histidin umgerechnet) von etwa 20 mg fiir 100 com Harn. Fiir eine 
Tagesharnmenge von 1500 cem wiirde dies etwa 300 mg Imidazol bedeuten. 
Dieser Wert liegt nahe der unteren Grenze der von dem einen von uns 
friiher ermittelten normalen Tageswerte : 300 bis 600 mg Histidinchlorhydrat 
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oder 240 bis 480 mg Histidin, welche sich aut den Gesamtharn beziehe 
und auch die Phenolkérper einschlieBen. 


3. Imidazolwert der Mérner-Sjéquist-Fraktion nach Cavett. Gegeniiber 
dem umstindlichen, den Ansatz zeitraubender Serienversuche erfordernden 
Weiss-Ssobolew-Verfahrens muBte das elegante Mikroverfahren von Késsler 
und Hanke* als wesentlicher Fortschritt erscheinen. Dasselbe hat sich zur 
Ermittlung des Histidingehaltes von Proteinen auch vielfach bewahrt. 
Kiirzlich hat Cavett? das Mikroverfahren von Késsler und Hanke in An- 
wendung auf die Stickstoffverteilungsmethode von van Slyke modifiziert : 
',g eines Proteins wird mit Salzsiure vollkommen hydrolysiert. die 
Salzsiure durch Vakuumdestillation mdéglichst beseitigt, sodann das 
Ammoniak durch Atzkalk im Vakuum entfernt und das Filtrat mit Phosphor- 
wolframsaure in salzsaurer Lésung ausgefallt. Der Basenniederschlag wird 
in verdiinnter Salzséure gelést und diese Lésung mittels Phenolphthalein 
auf schwache Alkaleszenz eingestellt. Nunmehr wird in der Basenlésung 
die Mikrokolorimetrie nach Késsler-Hanke mit Sulfanilsiure, Natrium- 
nitrit und Natriumcarbonat gegen einen Kongorot-Methylorangestandard 
durchgefiihrt. 

Wir versuchten zunichst, unsere Mérner-Sjéquist-Fraktionen direkt, 
ohne vorangegangene Hydrolyse nach Késsler-Hanke za kolorimetrieren. 
Acht derartige Versuche ergaben aber nur minimale Imidazolwerte von 
1,6 bis 4,4mg-°, (fiir 100cem Harn) gegeniiber Weiss-Ssobolew-Werten 
(s. oben) von rund 20 mg-°,. Es war also klar, daB man so nicht arbeiten 
durfte und daB die vorerwahnten Hemmungsstoffe gegeniiber der Diazo- 
reaktion die Cavett-Bestimmung in dieser Form illusorisch machten. Bessere 
Resultate erzielten wir, als wir die léslichen Mdérner-Sjéquist-Fraktionen 
einer 36stiindigen Hydrolyse mittels des I'/,fachen Volumens konzentrierter 
Salzsdure unterwarfen, die Basenfraktion mit PWS. (unter genauer Ein- 
haltung der von van Slyke angegebenen Modalitaéten) ausfaillten und erst 
dann weiter nach Cavett vorgingen. Wir fanden so in vier normalen Harnen 
Werte von 9,6, 14,2, 11,6 und 12,0 mg, Mittel 72 mg, fiir 100 cem Harn. 
Wesentlich geringere Werte (vielleicht infolge eiweiBarmer Ernahrung) 
wurden in gleicher Weise in Harnen von vier Tuberkulésen gefunden (alle 
mit Pneumothorax, fieberfrei, ohne ausgesprochene Diazo- und Urochromogen- 
reaktion): 7,9, 5,2, 5,2, 6,2 mg, Mittel 6 mg, fiir 100 cem Harn. 


Unserer normalen Mittelzahl von 12 mg-°, wiirde, auf 1500 cem 
Tagesharn umgerechnet, etwa 180 mg Imidazol entsprechen. Diese Zahl 
liegt innerhalb der von Késsler und Hanke angegebenen normalen Harn- 
werte von 120 bis 220 mg Imidazol. 


4. Imidazolwert der Mérner-Sjéquist-Fraktion nach Jorpes. Bei der 
Wertung dieser Befunde durften wir aber nicht die Kritik iibersehen, die 
Erik Jorpes* (Stockholm) an der Késsler-Hankeschen Methode iibt, wobei 
konstatiert wird, daB dieselbe iiber jJene Schwierigkeiten, denen das Ver- 
fahren von Weiss-Ssobolew Rechnung tragt, hinweggeht und sehr un- 
befriedigende Resultate liefert, welche der Autor durch gewisse Modifika- 


1M. T. Hanke u. K. K. Késsler, J. of biol. Chem. 48, 527, 543, 1923, 
und frithere Publikationen. 

2 Cavett, ebenda 95, 335, 1932. 

3 FE. Jorpes, Biochem. J. 26, 1507, 1930. 
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ionen der Methode zu verbessern trachtet!.  Doch auch die Jorpessche 
Modifikation der Bestimmung ergab fiir eine .Worner-S/6quist-Fraktion 
aus normalem Harn viel zu kleine, unbefriedigende Imidazolwerte. Alle 
liese Ergebnisse haben uns weder iiberzeugt, noch befriedigt. Wir suchten 
daher nach anderen Wegen zur Abtrennung der Imidazolkérper aus dem 
Harn. Da lag es denn nahe, es mit der Abtrennung der Silberbar ytfraktion 
wach Kossel zu versuchen. 


If. Imidazolkérper in der Silberbarytfraktion des Harns. 


Nach Engeland (1. ¢.) laBt sich eine Fallung der gesamten Imidazole 
des Harns durch Silberbaryt erzielen. Der eine von uns (Firth, 1. ¢. 8. 277) 
hat seinerzeit die Barytfraktion aus 20 Litern Harn mit Quecksilberchlorid 
unter Zusatz von Natriumcarbonat ausgefallt (,,Histidinfraktion’'). — ,,leh 
versuchte nunmehr die Hauptmenge meiner Histidinfraktion Jenem Silber- 
barytfraktionierungsverfahren zu unterwerfen, dessen sich Aossel mit so 
gutem Erfolg zum Zwecke der Abtrennung gerade des Histidins bedient 


hatte... Es fiel ein voluminéser, brauner Niederschlag aus, der die Haupt- 
menge des Diazochromogens einschloB. Der Niederschlag wurde mit 
Schwefelwasserstoff zerlegt. Die kolorimetrische Untersuchung ergah, 


daB in dieser Fraktion 44°, des Gesamt-N auf Histidin-N entfielen ... 
Das Diazochromogen ist nicht etwa mit den Harnfarbstoffen identisch. 
Die Fraktion gab die Paulysche Reaktion mit schéner, blaulich-roter 
Farbung, die auf Salzséurezusatz in ein kochbestandiges Gelbrot umschlug. 
Silbernitrat unter Zusatz von Ammoniak gab eine im Uberschuf von 
Ammoniak sehr leicht lésliche Faéllung von Diazochromogen.. . Das 
Diazochromogen wird durch Pikrolonsdure anscheinend viel leichter gefallt 
als das reine Histidin.* 

Armstrong und Walker? isolierten das im Harn bei Schwangerschaft 
auftretende Histidin in der Art, daB sie den Harn zunachst durch Zusatz 
von Salpeterséure gegen Kongopapier sauer einstellten und nunmehr mit 
60° iger Silbernitratlésung v6llig ausfallten. Der reichliche Niederschlag 
wurde abfiltriert und das saure, silberhaltige Filtrat durch Zusatz von 
Natronlauge auf py 7,4 gebracht. Nunmehr fiel das Histidin als Silber- 
verbindung aus. Aus dem Niederschlag wurde die Base bei schwach schwefel- 
saurer Reaktion mit Schwefelwasserstoff frei gemacht und weiter isoliert. 
Die Ausbeute an Histidinmonochlorhydrat betrug 0,2 g aus | Liter Schwan 
gerenharn. Die Identifizierung der Base erfolgte durch die Knoopsche 
Reaktion, sowie durch N- und Cl-Bestimmung. 


1 “Using their reagents however (vgl. Aéssler und Hanke, J. of biol. 
Chem. 89, 497) it is possible by changing their technique, to get quite repro- 
ducable figures. A true proportionality is obtained in the range between 
0.05 — 0,005 mg. histidine per cem. The colorimetric method thus modified 
is recommended in the protein-analysis according to van Slyke”. 

“To leem. of the solution 1 (histidine) 2cem. of solution 2 (diazonium) 
are added. After 1 — 3 hours 5ecem. of solution 3 (carbonate) are added. 
The reading is made 4 — 8 minutes after the addition of solution 3.” 
“There is apparently no disadvantage in using this method for the deter- 
mination of histidine after dissolving the basic fraction of aminoacids with 
alkali in the ordinary van Slyke-procedure.” 

2 4. R. Armstrong u. E. Walker, Biochem. J. 26, 143, 1932. 
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A. Wir versuchten nun, 1 Liter normalen Mischharns nach dem 
Prinzip von Armstrong und Walker zu verarbeiten, indem wir zundachst 
den Harn mit gesattigtem Barytwasser vollstandig ausfallten, das Filtrat 
mit konzentrierter Salpeterséure gegen Kongopapier deutlich sauer machten 
und mit 60° iger Silbernitratlésung vollstandig ausfallten, den sehr volumi- 
nésen Niederschlag abnutschten und nachwuschen. Das Filtrat wurde 
nunmehr weiter mit Silbernitrat versetzt, bis die Tiipfelprobe gegen Baryt- 
wasser einen SilberiiberschuB anzeigte. Nunmehr wurde mit Natronlauge 
gegen Lackmus neutralisiert. Ein brauner Niederschlag fiel aus. Dieser 
wurde abgenutscht, mit Wasser gewaschen, in Wasser suspendiert, mit 
Schwefelsiure gegen Kongo angesauert und mdéglichst vollstaéndig durch 
wiederholte Behandlung mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Es wurde solange 
nachgewaschen, bis das Waschwasser keine Diazoreaktion mehr gab. Die 
so erhaltene Fraktion gab eine auBerst intensive Diazoreaktion, aber keine 
Millon-Reaktion; auch war die Knoopsche Reaktion, welche freies Histidin 
anzeigt, sowohl in ihrer urspriinglichen Form als auch in der Kapeller- 
Adierschen Modifikation vollig negativ.  Ammoniakalische Silberlésung 
wurde in der Kalte kaum, beim Erwarmen sehr stark reduziert. Phosphor- 
wolframsdure gab eine Fallung, die sowohl in Aceton, als auch beim Er- 
wirmen leicht und vollstaéndig léslich war. 

Die kolorimetrische Auswertung der Fraktion nach Weiss-Ssobolew 
ergab einen Imidazolwert von 32mg, bezogen auf 100 cem des urspriing- 
lichen Harns, also weit mehr, als wir in der Mdérner-Sjéquist-Fraktion des 
normalen Harns gefunden hatten (etwa 12 bis 20 mg). Als wir aber einen 
Teil dieser Fraktion mit Schwefelsiure 1 Tag hydrolysiert, das Hydrolysat 
mit PWS. ausgefallt, den Basenniederschlag durch Ausschiitteln mit Amyl- 
alkohol-Ather zerlegt hatten, war die Diazoreaktion bis auf einen geringen 
Rest verschwunden. 

Wir versuchten schlieBlich auch in einer derartigen Fraktion aus 
800 ccm Harn das Histidin nach dem van Slyke-Verfahren indirekt zu be- 
stimmen. Die Fraktion wurde auf 40cem gebracht, mit 60cem konzen- 
trierter Salzsiure 36 Stunden lang hydrolysiert, mit Phosphorwolframsaure 
ausgefallt, die abgetrennte Basenfraktion wurde durch Ausschiitteln mit 
Amylalkohol-Ather von PWS. befreit. Diese Fraktion war frei von Millon- 
K6rpern und von Arginin (Arginase, Harnstoffnachweis mit Xanthydrol). 
Das 1'/,fache des nach van Slyke ermittelten Nonamino-N konnte in diesem 
Falle als Histidin-N in Rechnung gestellt werden. Es ergab sich aber so 
nur ein Histidin-N von 7 mg fiir 100 cem Harn. 

B. Wir wiederholten nunmehr den obigen Versuch mit einer viel 
kleineren Harnmenge und stellten eine Silber-Barytfraktion aus nur 100 cem 
normalen Mischharns her. Diese Fraktion auf 100 ccm, also das normale 
Harnvolumen gebracht, zeigte folgendes Verhalten: Sie gab die Knoop- 
Kapellersche Reaktion sowohl direkt, als auch nach Saurehydrolyse in 
Spuren, enthielt also keine durch Séurehydrolyse aufspaltbaren histidin- 
haltigen Polypeptide. Sie gab die Diazoreaktion mit kirschroter Farbe. 
Die Millonsche Reaktion war negativ, ebenso die NXanthoproteinreaktion ; 
ebenso auch die Reaktion mit Ferricyankalium und Eisenchlorid in der 
von Barrenscheen und dell’ Aqua’ beschriebenen Ausfiihrungsart. Wahrend 
der gleiche native Harn dabei eine dunkelblaue Farbung und eine direkte 
Abscheidung von Berlinerblauflocken gegeben hatte, trat in dieser Fraktion 


1 K.H. Barrenscheen u. G. dell’ Aqua, diese Zeitschr. 219, 297, 1930. 
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nur griinliche Verfarbung auf. Auch lie diese Fraktion jede Spur einer 
Schwdrzung beim Erwdadrmen mit Schwefelsdure vermissen (dreistiindiges 
Erhitzen am Wasserbad mit dem halben Volumen konzentrierter Schwefel- 
siure), wahrend die aquivalente Menge des nativen Harns bei analoger 
Behandlung eine intensive Schwarzung gab. Die Fraktion enthielt also 
nichts von jenen mutmaBlicherweise phenolischen Substanzen, die auch 
mit den natiirlichen Harnfarbstoffen zusammenhangen diirften ‘ind die fiir 
den normalen nativen Harn so charakteristisch sind. Unerwarteterweise 
fanden wir, als wir das Hydrolysat dieser Fraktion mit Phosphorwolfram- 
sdure austallten, einen groBen Teil des Diazochromogens nicht im Nieder- 
schlag, sondern im Filtrat. Die kolorimetrische Auswertung dieser Fraktion 
nach M. Weiss und Ssobolew gab nur etwa 10mg Imidazolkérper auf 
100 cem Harn. 

Ein weiterer analoger Versuch mit einem anderen normalen Mischharn 
ergab etwa dasselbe: 9,2 mg Imidazolkérper auf 100 cem Harn. Das bedeutet 
also nur etwa ein Drittel des im Versuch A gefundenen hohen Wertes, den 
wir zu reproduzieren nicht imstande waren. Diese Werte waren aber auch 
niedriger als die Imidazolwerte unserer .M6érner-Sj6quist-Fraktionen. 

Da unsere Silberniederschlage schon waéhrend der Verarbeitung sich 
schnell geschwarzt hatten, gewannen wir den Eindruck, dal die darin 
enthaltenen Harnbestandteile vielleicht einer schnellen oxydativen Ver- 
dnderung unter Abscheidung von metallischem Silber unterliegen mochten. 
Wir konnten uns daher mit dieser Art der Abscheidung der Imidazolkérper 
ebensowenig befreunden wie mit der Abscheidung in der .Wdérner-Sjéquist- 
Fraktion, und wir haben uns in allen weiteren Versuchen an die Fallung 
der Imidazolkérper durch das Hopkinsche Reagens, also mit Mercurisulfat 
aus schwefelsaurer Lésung gehalten, die uns am meisten Vertrauen einfl6Bte. 


IV. Imidazolderivate in der Hopkins-Fraktion des Harns. 
i. 

Die Fallung mit Quecksilbersulfat in schwefelsaurer Loésung ist von 
Kossel und Patten mit Erfolg zur Isolierung des Histidins aus der Silber- 
barytfraktion von EiweiBhydrolysaten benutzt worden. Der eine von uns 
(Firth, 1. c. S. 278) erhielt auf diesem Wege eine durch eine schéne Diazo- 
reaktion ausgezeichnete Harnfraktion. Julie Hejter gewann durch Mercuri- 
sulfatfaillung aus 40 Litern Harn 0,1 g Histidin. Auch Viekery benutzte 
das ..Hopkin-Reagens* zur Abtrennung des Histidins. Die Verbesserung 
der Hopkin-Fillung durch Zusatz von Alkohol-Ather ist von Dietrich fiir 
das Carnosin angegeben worden. (Vgl. die Literatur in der vorangehenden 
Arbeit.) Wir trennten die Hopkin-Fraktion aus Harn in genau der gleichen 
Art ab, wie dies von Regine Kapeller-Adler in der vorangehenden Arbeit 
geschildert worden ist. Die groBe Mehrzahl der im folgenden analysierten 
Hopkin-Fraktionen ist uns von der Genannten zur Verftigung gestellt 
worden. und da sie in denselben nach dem von ihr ausgearbeiteten Vertahren 
(einer Modifikation der Knoopschen Brommethode zum Nachweis des 
Histidins) das freie Histidin ausgewertet hatte, konnten wir ihre Zahlen 
mit den Imidazolwerten vergleichen, die sich uns in den gleichen Fraktionen 
nach der Diazomethode von Moritz Weiss und Ssobolew ergaben. Wir schicken 
voraus, da, trotzdem das freie Histidin in den Harnen nichtschwangerer 
Frauen in der Regel ganz fehlte, auch solche stets einen nicht unerheblichen 
Diazowert als Ausdruck der Anwesenheit anderer Imidazolkorper ergaben. 
Wir betonen ausdriicklich, daB wir millonpositive phenolische Substanzen 











Se Be eae a 


150 O. Fiirth u. E. H. Majer: 


in unseren Fraktionen nicht nachzuweisen vermochten. Dem gegenwiartige: 
Stande des Wissens entsprechend! sind wir also zum mindesten vorlaufig 
berechtigt, die in den Hopkins-Fraktionen enthaltenen Diazochromogen: 
als .,[{midazolderivate’* zu betrachten. Da sich Frau Regine Kapeller-Adle; 
(s. die vorangehende Arbeit) in erster Linie fiir die Frage des Vorkommens 
von Histidin im Harn Schwangerer interessierte, entstammt die Mehrzah| 
der von uns untersuchten Hopkin-Fraktionen den Harnen gravider und 
nicht gravider Frauen. 
2. Methodisches, 


Um Weitlaiufigkeiten zu vermeiden, werden wir unseren Vorgang 
an einem Beispiel ausfiihrlich veranschaulichen, im iibrigen aber unsere 
Resultate in einer Tabelle zusammenstellen. 


100 cem des frischen Harns wurden auf ein kleines Volumen eingeengt. 
Sodann wurde Alkohol bis zur beginnenden Triibung und ein Drittel des 
Alkoholvolumens an Ather hinzugefiigt; dazu 100 cem Hopkin-Reagens 
(10°, HgSO, und 5°, H,SO,). Eventuell blieb der Ansatz iiber Nacht 
stehen. Dann wurde der Niederschlag abgesaugt, mit Alkohol und Ather 
gewaschen, getrocknet, in warmer Salzsdure gelést, vom Ungelésten ab- 
filtriert, die Lésung mit Schwefelwasserstoff zerlegt, vom Quecksilbersulfid 
abfiltriert, das Filtrat stark eingeengt und mit 10°,iger Schwefelséure auf 
20 ccm aufgefiillt (Fraktion X). Demnach entsprach | cem der Fraktion X 
5eem des nativen Harns. 

Die Kolorimetrie der Fraktion X erfolgte nun in folgender Art: Die 
Standardlésung bereiteten wir nach Cavett, indem wir von einem ,,Stock- 
standard** ausgingen, der im Kubikzentimeter 5 mg Histidinmonochlorid? 
mit Img Stickstoff, gelést in n/20 HCl, enthielt. Daraus bereiteten wir 
den ,, Working-Standard™ durch 50fache Verdiinnung. Dieser enthielt also 
0,02 mg Histidin-N im Kubikzentimeter oder, da Histidin zu rund einem 
Viertel seines Gewichtes (25,96°,,) aus Stickstoff besteht, 0,008 °,, Histidin. 
Fiel also die Diazoreaktion mit einer Probe gleich stark aus, wie mit dem 
Working-Standard, so bedeutete das soviel, als daB die Probe einer 
0,008 °,igen Histidinlésung entsprach*®. Der Standard wurde nun stets in 
der gleichen Weise angesetzt: 1 cem Working-Standard + 0,15 cem Diazo- 
reagens + 0,3ccm 10°,ige Lésung von wasserfreiem Natriumcarbonat 
+ 0,55 cem Wasser (also Gesamtvolumen 2 cem). 

Das Diazoreagens wurde vor dem Versuch frisch bereitet. indem je 
ein Teil einer Sulfanilsdurelésung (1 g Sulfanilsaure + 10 cem konzentrierte 

! Bei diesem Vorbehalt denken wir z. B. an Derivate des Tryptophans. 
Wie allgemein bekannt, wird die Diazoreaktion der Proteine nur auf T yrosin 
und Histidin bezogen. Wenn man mit einer Messerspitze reinen |-Trypto- 
phans (Hofmann-La Roche) die Diazoreaktion in iiblicher Weise anstellt, 
so bekommt man nur eine rein gelbe Farbung. Die Méglichkeit, daB irgend- 
ein unbekanntes Derivat des Tryptophans, das in den Harn iibergeht, eine 
positive Diazoreaktion geben kénnte, laBt sich natiirlich nicht von vorn- 
herein ausschlieBen; zur Zeit liegt aber hierfiir kein Anhaltspunkt vor und 
ebensowenig dafiir, daB es sich um irgendwelche unbekannte Derivate von 
Phenolen (Polyphenolen ?) handeln kénnte, die keine Millon-Reaktion geben. 

2 Entsprechend 5,43 mg Histidinchlorid nach Cavett. 

§ Die Standardlésung von M. Weiss und Ssobolew war Histidinmono- 
chlorhydrat 1 : 10000 oder 0,010 °,, was 0,0074 °, freien Histidins entspricht. 
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reine Salzsiiure + 100 cem destilliertes Wasser) mit je 2 Teilen einer! ,° igen 


wasserigen Natriumnitritlésung gemischt wurde. 

Die einzelnen Proben zur Ermittlung des Imidazolgehaltes der Fraktion X 
wurden nun stets mit je einem Kubikzentimeter der mehr oder weniger 
stark verdiinnten Fraktion mit nach Bedarf wechselnden Mengen Diazo- 
reagens und soviel Wasser angesetzt, daB das Gesamtvolumen 2 cem betrug; 
dazu messerspitzenweise wasserfreies Natriumbicarbonat, bis der Eintritt 
der bleibenden Rotfarbung die erfolgte Alkalisierung anzeigte; also 1 cem 
der verdiinnten Fraktion + 0,15 bis 0,50 cem Diazoreagens — 0,85) bis 
0.50 cem destilliertes Wasser + Soda in Substanz. 

Der Standard und die Serie der Testproben wurden in gleich weiten (!) 
Eprouvetten angesetzt. Der Farbenvergleich erfolgte mit freiem Auge 
gegen hellen Hintergrund, jedoch erst dann, nachdem die durch Eintragen 
der Soda in die salzsaure Fliissigkeit erzeugte Gasentwicklung vollstindig 
beendet war. 

Wir fahren nunmehr mit der Beschreibung unseres Beispiels fort: 


Es wird zunachst die Standardprobe, dann eine Serie von Testproben 
3 


x, 
angesetzt. Dabei bedeutet in gekiirzter Schreibweise das Symbol 10° dab 


diese Probe mit ]l cem der zehnfach verdiinnten Fraktion X mit 0,3 cem 
des Diazoreagens angesetzt worden ist, also: 1 eem der zehnfach verdiinnten 
Fraktion X + 0,3 eem Diazoreagens + 0,7 com Wasser + Soda in Substanz. 
75 

Wir setzen also 5 am: Die Probe erscheint im Vergleich zum Standard 
viel zu dunkel. Ein schmutzig rotbrauner Farbton verrat, dab hier die 
Menge des zugesetzten Diazoreagens im Verhaltnis zur vorhandenen Imidazol- 
substanz viel zu groB sein diirfte. Wir setzen daher weiter an: 


0.3 
Ad 

= Nunmehr eine reine Rotfarbung:; aber noch immer viel zu dunkel. 
» 
2,3 

~ : ebenso. 

7 
3 

: ebenso. 

Ss 
793 

10: noch immer zu dunkel. 
78 

is fast gleich dem Standard, aber noch immer etwas zu dunkel. Da 
i; 


sich aber der Standard inzwischen etwas verandert hat, insofern sein ur- 
spriinglich deutlich rotvioletter Farbenton einem mehr orangeroten Ton 
Platz gemacht hat, wird eine neue Standardprobe angesetzt, die nunmehr 
2,3 
15 
die Menge des Diazoreagens nicht zu groB sei und Nachdunkelung bewirke, 
setzen wir noch an: 


der Probe annahernd gleich erscheint. Um uns zu vergewissern, dali 


9,2 

15° ebenso wie die vorige. Zur Sicherheit setzen wir noch an: 
20,2 

is: merklich heller. 

2 


viel zu hell. 
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Wir entscheiden uns also fiir die Verdiinnung «/15. Die Berechnung 
ist nunmehr sehr einfach: die l5fach verdiinnte Fraktion X entspricht 
einer 0,008°,igen Histidinlésung, die Fraktion X also einer 15. 0,008 

0,120° ig. Histidinlésung. Nun entspricht aber 1 ccm Fraktion X je 
5eem Harn. Der Harn entspricht also in seinem Gehalt an Lmidazolkérpern 
einer 0,120/5 oder 0,024°.,igen Histidinlésung. 

Da die Tagesmenge des Harns 1200 ccm betrug, entspricht dies einem 
Tagesimidazolwert von 12 . 0,024 288 mg Histidin. 


3. Weitere methodische Bemerkungen. 

Wie das Beispiel zeigt, geniigt bei einiger Ubung der Ansatz einer 
maBigen Zahl von Proben, um das Optimum der Diazofarbung auszutasten. 
Natiirlich kann man die /nterpolationen noch weiter treiben und sich, wenn 
man Eintauchkolorimeter fiir geringe Fliissigkeitsvolumina besitzt, eines 
solchen fiir die Feststellung der Endreaktion bedienen; doch diirfte die 
dadurch erzielte Genauigkeitssteigerung fiktiver Natur sein. Wichtig ist 
natiirlich, daB man die Proben in gletchweiten Eprouvetten ansetzt. Man 
wird durch Ubung leicht erlernen, ein Zuviel an Diazoreagens an dem Aut- 
treten von dunklen MiBbfarbungen, welche ein Zuviel an Imidazolkérpern 
vortaiuschen kénnen, zu vermeiden. Wichtig ist es auch, daB man, sobald 
man bemerkt, daB die Standardprobe ihren urspriinglichen violetten Stich 
eingebiiBt hat, was manchmal schon nach einigen Minuten der Fall ist, man 
sie durch eine frisch angesetzte Probe ersetzt. 

Derartige Serienversuche sind nicht sonderlich miihsam oder zeit- 
raubend. Man kann bei einiger Ubung ganz gut drei Fraktionen innerhalb 
1 Stunde auswerten, wenn man einige Verdiinnungen gleichzeitig ansetzt, 
um nicht durch das Abwarten der Kohlensaéureentwicklung nach Soda- 
zusatz in den einzelnen Proben allzuviel Zeit zu verlieren. 

Wir sind immer wieder zur Uberzeugung gelangt, daB man beim Arbeiten 
mit Harnfraktionen unméglich mit einem Versuchsansatz auskommen kann, 
ohne durch hemmende Faktoren unter Umstdnden gréblich irregefiihrt zu 
werden. Man kann sich das sicherlich nicht kurzweilige Austasten des 
Farbungsoptimums der Diazoreaktion durch Serienversuche nicht ersparen 
und darf eben die Hemmungsfaktoren, die nun einmal im Harn vorhanden 
sind, nicht einfach ignorieren, wie dies andere Autoren getan haben. So 
haben Fr. Kaufmann und Engel (l.c.) bei ihren zahlreichen’ klinischen 


‘Harnproben die Harne in einfacher Weise derart vorbereitet, daB sie mit 
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Bleiacetat ausgefallt, dann mit Natriumphosphat entbleit, die Filtrate 
zur Beseitigung fliichtiger Phenole auf ein bestimmtes Volumen eingeengt 
und dann der Diazomikrokolorimetrie nach Adéssler und Hanke unter- 
worten haben. Wir haben ihre Methode auf eine Anzahl Harne Gravider 
angewandt, in denen Frau Dr. Regine Kapeller-Adler das treie Histidin 
nach ihrem neuen Verfahren bestimmt hatte. 

Aus dieser Zusammenstellung geht hervor, dali die Werte nach Kaus- 
mann-Engel vielfach nicht nur hinter den Gesamtimidazolwerten nach 
Weiss-Ssobolew, sondern (bei Untersuchung von Gravidenharnen) auch 
hinter den Werten der Brommethode, welche doch nur einen Teil der [midazol- 
kérper, namlich das im freien Zustande befindliche Histidin erfaBt, weit 
zuriickbleiben. Es ist dies offenbar deswegen der Fall, weil dabei die Wirkung 
hemmender Faktoren vernachldassiqt worden ist. 


4. Tabellarische Zusammenstellung der Versuche. 
q 
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V. Schlubfolgerungen und Zusammenfassung. 


1. Aus dem Vorangehenden ist zu ersehen, daB die im Harn ent- 
haltenen Imidazolderivate durch Alkohol-Ather bei barytalkalischer 
teaktion nach Mérner-Sjéquist, sowie durch Silberbarytfallung nach 
Kossel gefallt werden kénnen. Fiir cine quantitative Abtrennung der- 
selben ist aber die Fallung mit dem Hopkinschen Reagens (einer Losung 
von Mercurisulfat in 5°,iger Schwefelsiure) am vorteilhaftesten. 


2. In der aus dem mit dem Hopkinschen Reagens erhaltenen, 
gereinigten Niederschlag nach Zerlegung desselben mit Schwefel- 
wasserstoff erhaltenen Fraktion kann die Gesamtheit der darin ent- 
haltenen Imidazolderivate nach dem seinerzeit in O. Fiirths Labora- 
torium von WV. Weiss und Ssobolew ausgearbeiteten diazokolorimetrischen 
Verfahren unter Anwendung einer Histidinlésung als Standard und 
unter Umrechnung des Farbwertes auf Histidin ermittelt werden. 
Dabei ist es unerlaBlich, in jedem einzelnen Falle das Firbungsoptimum 
der Reaktion durch Serienversuche unter Variation des Verdiinnungs- 
grades und der Menge des Diazoreagens sorgfiltig auszutasten, um die 
Wirkung im Harn stets vorhandener reaktionshemmender Substanzen 
auszuschalten. Ohne Anwendung dieser Vorsicht vermag das diazo- 
kolorimetrische Mikroverfahren von Késsler und Hanke, welches bei der 
Histidinbestimmung z. B. in EiweiBhydrolysaten und iiberhaupt bei 
Abwesenheit von derartigen Hemmungskérpern vortreffliche Dienste 
leistet, auch in seinen von mehreren Autoren (Cavett, Jorpes, Kaufmann 
und Engel) vorgeschlagenen Modifikationen den Zwecken der Harn- 
analyse nicht zu geniigen. 

3. Bei Anwendung der Diazokolorimetrie nach M. Weiss und 
Ssobolew fanden wir in Hopkin-Fraktionen aus normalen Menschen- 
harnen Imidazolwerte von 8 bis 18 mg (Mittel 10 mg) pro 100 cem Harn. 
Der eine von uns (O. Fiirth) hatte friiher als Diazowert fiir den gesamten, 
nicht fraktionierten Harn, auf freies Histidin umgerechnet, 24 bis 
56 mg, Mittel 35 mg, pro 100 ccm Harn gefunden. Dieser Wert umfabt 
aber auch die phenolischen Harnsubstanzen, insoweit dieselben eine 
Diazoreaktion ergeben. Daraus ergibt sich, daB vom ,,Diazowert’ des 
Harns nur ein Bruchteil auf Imidazolderivate entfallt. Regine Kapeller- 
Adler (siehe die vorangehende Arbeit) fand nach ihrem neuen Verfahren, 
das auf einer Modifikation der Anoopschen Bromreaktion berult, in 
keinem der von uns ausgewerteten normalen Harne freies Histidin in 
greifbaren Mengen. 


4. In vier Harnen Tuberkuléser fanden wir Imidazolwerte von 
10 bis 32 mg (Mittel 23 mg), in solchen von vier Kranken mit Leber- 
affektionen solche von 13 bis 16 mg (Mittel 13 mg) pro 100 ccm Harn. 
Auch in diesen Harnen fand sich kein freies Histidin. 
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5. In Harnen von 22 graviden Frauen im neunten Monat fanden 
wir in der Hopkin-Fraktion Imidazolwerte von 14 bis 44 mg (Mitte! 
23 mg) pro 100 ccm Harn. (Kin einziger Harn zeigte einen Minimalwert 
von 7 mg.) In neun Harnen von Friihgraviden (zweiten bis vierten 
Monat) fanden wir Imidazolwerte von 20 bis 53 mg (Mittel 35 mg) pro 
100 cem Harn. &. Kapeller-Adler, der wir diese Harnfraktionen  vevr- 
danken, fand in denselben 6 bis 46mg freies Histidin pro 100 cen 
Harn. Bei einigen spiter untersuchten Schwangerenharnen fanden sich 
fiir freies Histidin noch gr6éBere Werte. Es ergibt sich, daB vom Imidazol- 
wert der Hopkins-Fraktion des Schwangerenharnes nur ausnahmsweise 
die Hauptmenge, in der Regel aber nur ein gréBerer oder kleinerer 
Bruchteil auf freies Histidin entfallt. 
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Uber Glykogenbildung in Hefe. 


Von 
Franz Th. Briicke. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Graz.) 


(Eingegangen am 24. Juni 1933.) 


Vor einiger Zeit wurde im hiesigen Institut festgestellt'!, daB auch 
nach Exstirpation der Leber beim Frosch im Muskel noch eine betracht- 
liche Glykogenbildung stattfindet. Da unter diesen Umstianden das 
Muskelglvkogen offenbar nicht aus Glucose gebildet wird, lag die Frage 
nahe, ob vielleicht auch normalerweise die Glykogenbildung im Muskel 
nicht aus der ihm zustrémenden Glucose direkt, sondern aus ihren 
allfalligen Abbauprodukten (vielleicht Milchsaiure)  erfolgt. DaB 
mindestens der isolierte Muskel aus Milchsiure Kohlenhydrat bilden 
kann, ist ja bekannt?. Da wir keinen Weg zur Priifung dieser Frage 
am Muskel sahen, priiften wir an Hefe, ob Glykogen zwangsliufig aus 
Abbauprodukten von Glucose gebildet wird, da der Kohlenhydrat- 
stoffwechsel der Hefe dem des Muskels ja in mancher Beziehung 
ahnlich ist. 

Zu dieser Frage liegt bereits Material aus der Literatur vor. 
H. Lundin® hat die Glykogenbildung der Hefe untersucht und _ ist 
dabei zu der Anschauung gekommen, daB bei Sauerstoffgegenwart 
stets ein Teil des bei der Gairung entstehenden Alkohols zu Glykogen 
aufgebaut wird. Lundin vertritt sogar die Auffassung, daB die Kohlen- 
hydratassimilation der Hefe nur auf dem Umweg iiber Alkohol statt- 
findet, glaubt also fiir Hefe bereits erwiesen zu haben, was wir fiir den 
Muskel fiir méglich hielten. Wenn anders Lundins Anschauung zu 
Recht besteht, war zu erwarten, da mit Riicksicht darauf, daB ein 
Teil des Kohlenstoffs der Glucose als Garungskohlensiure entweicht, 


1 Siehe Baum, Klin. Wochenschr. 10, 987, 1931. 
2 Meyerhof, Pfliigers Arch. 182, 284, 1920. 
3 Lundin, diese Zeitschr. 141, 342, 1923; 142, 454, 1923. 
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aus Alkohol mindestens die gleiche Menge Kohlenhydrat entstehe, 
miisse, wie aus kohlenstoffaquivalenten Mengen von Glucose. 

Diese Frage priiften wir zunachst. Wir gingen dabei folgender 
maBen vor: Eine gewogene Menge frischer PreBhefe wurde in Phosphat- 
pufferl6sung im Verhiltnis 1:4 suspendiert. Als Zusatzlésung dient: 
5° ig. Glucoselésung bzw. eine Alkohollésung, die 3.834 g¢ Alkohol in 
100 ccm enthielt. 5cem dieser Lésungen entsprechen 100 mg Kohlenstoff. 


Zu den Glykogenbildungsversuchen wurden meist 2cem der Hefe 
aufschwemmung + 2cem der Zusatzlésungen in Zentrifugenglisern 8 bis 
9 Stunden lang in der Schiittelmaschine geschiittelt, wobei gleichzeitiy 
wasserdamptgesittigter Sauerstoff durchgeleitet wurde. Am Ende de 
Versuchszeit wurde die Glykogenbestimmung in iiblicher Weise durch- 
getiihrt. Die Bestimmung der Glucose geschah nach Hagedorn-Jensen. 
Das AusmabB der stattgehabten Glykogenbildung ergibt sich aus dem 
Vergleich mit dem Glykogenausgangswert, der natiirlich fiir jeden einzelnen 
Versuch getrennt gewonnen wurde. Zusatztrei geschiittelte Hefesuspension 
andert ihren Glykogengehalt wahrend der von uns gewahlten Versuchs- 
zeit nicht. 

Tabelle I. 
Ansitze: Zu lg PreBhefe (Feuchtgewicht) wurde Glucose bzw. Alkohol 
mit einem Kohlenstoffgehalt von 100 mg zugegeben. Der Glykogengehalt 
vor und nach der 8'/,stiindigen Durchstr6mungsdauer ist in Milligramm 
Glucose pro 1g PreBhefe angegeben. 





Glykogengehalt nach dem Versuch 








a ay ; o Siaké ' pap 7 
Nr. Datum | Pa $2 gs £ ¢& L2ESE ts 
1 10. XI. 1932/78 44,0 84,0 400 16 60,0 16,0 6,4 
|7,8 435 825 390 156 59,5 16,0 6,4 
2 8. X. 1931/78 71,0 1120 41,0) 164 93,0 22,0 8,8 
| 7,8 64,0 1120 480 19,2 93,0 290 116 
3 24. X71. 1931 5,5 585 1190 605 242 74.0 15,5 6,2 
| 5,5 | 56,0 116,5 60,5 24,2 70,5 14,5 5.8 
4 | 7. IL 1933) 5,5 | 48,5 86,0) 37,5 15 65,5 17,0 6,8 
| 78 44,0 840) 400 16 63.5 19.5 7,8 
| Im Mittel: 45,8 | 18,7 


Tabelle I belehrt tiber die GroBe der Glykogenbildung aus kohlen- 
stoffiiquivalenten Mengen von Glucose, bzw. Alkohol bei verschiedenem 
pu. Aus der Tabelle I ist zu entnehmen, daB unabhangig vom pi 
innerhalb der Grenzen zwischen 5,5 und 7,8 die Glykogenbildung 
aus Glucose stets betrachtlich, und zwar um das Doppelte bis Drei- 
fache gréBer ist als die aus Alkohol. Da Lundin gefunden hat, daB 
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Alkohol bei der gewahlten Versuchsanordnung nicht entweicht, ist 
die Differenz in der GréBe der Glykogenbildung zuungunsten des 
Alkohols nicht auf dies Moment zuriickzufiihren. Sie ist auch nicht 
dadurch erklirbar, daB, wie neuerdings Lundsgaard' fand, ein Teil 
des zugefiigten Alkohols direkt zu organischen Sauren oxydiert wird; 
denn falls Glucose nur iiber Alkohol assimiliert wiirde, miiBte diese 
Oxydation in gleicher Weise auftreten. Nach all dem spricht unser 
Befund nicht zugunsten der Lundinschen Anschauung, daB Glucose 
nur tiber Alkohol als Zwischenstufe assimiliert werden kénne. 

Man kénnte gegen unsere Auffassung allenfalls noch den Einwand 
erheben, daB die Glykogenbildung quantitativ anders verlaufen kénne, 
wenn Alkohol von auBen zugefiigt wird, als wenn er bei der Garung 
entsteht. Die Berechtigung dieses Einwandes zu priifen, wurde eine 
Hefeglucoseaufschwemmung von bekanntem Glykogengehalt (57 mg 
pro 1 g Hefe) in zwei gleiche Teile geteilt. Der eine Teil wurde bei 36° 
4 Stunden lang der Garung iiberlassen, nach welcher Zeit Glucose 
darin nicht mehr nachweisbar war; der andere Teil wurde, um Garung 
zu verhindern, ebenso lange bei 0° gehalten. Hiernach wurde neuerlich 
in beiden Proben Glykogen bestimmt. Dies betrug in der vergorenen 
Probe 72 mg pro 1 g Hefe, in der bei 0° gehaltenen Probe war der Gehalt 
unveraindert geblieben. Beide Ansaitze wurden nun 9 Stunden mit 
Sauerstoff durchstrémt und danach der Glykogengehalt wiederum 
festgestellt. Das Ergebnis war, daB das Glykegen in der nicht ver- 
gorenen Probe von 57 auf 108 mg, mithin um 51 mg pro 1 g Hefe, in 
der vergorenen Probe von 72 auf 54 mg, also nur um 12 mg bzw. in 
toto nur um 27 mg pro 1 g Hefe zugenommen hatte. Die Glykogen- 
bildungsfahigkeit eines Gargemisches nimmt also mit der Garung ab 
und der bei der Garung entstehende Alkohol ist hinsichtlich seiner 
Glykogenbildungsfahigkeit der Glucose ebenso unterlegen wie der 
von auBen zugefiigte. 

Wenn nun nach all dem Glucose nicht bis zu Alkohol abgebaut 
werden muB, um zu Glykogen assimiliert zu werden, so erhebt sich die 
weitere Frage, auf welch anderem Wege aus Glucose Glykogen wird. 
Es besteht allgemein die Ansicht, daB wie fiir den Abbau der Hexosen 
Veresterung mit Phosphorsaiure eine notwendige Vorbedingung bildet, 
ebenso auch fiir den Glykogenaufbau eine solche Bindung Voraus- 
setzung sei. Ein experimenteller Beweis hierfiir liegt allerdings bisher 
nicht vor. Da nun nach Lundsgaard? Monojodessigsiure bei Hefe in 
girungshemmender Konzentration die Phosphorylierung von Glucose 
verhindert, wahrend sie die weiteren Vorginge des desmolytischen 


1 Diese Zeitschr. 250, 61, 1932. 
2 Ebenda 220, 1, 1930. 
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Zuckerabbaues weniger stark beeinfluBt. lag es nahe, zur Aufklérung 
der Art der Glykogenbildung aus Glucose und Alkohol die Wirkung 
der Monojodessigsiure auf diese Glykogenbildung zu priifen. Lunds- 
gaard' hat fiir die anaerobe Garung eine sehr starke Abhangigkeit det 
Monojodessigsiurewirkung vom pu des Gargemisches nachgewiesen, 
und wir untersuchten deshalb, ob eine gleichsinnige Beeinflussung 
auch der Glykogenbildung bei verschiedenem py besteht, weil man aus 
einer solchen Gleichsinnigkeit Riickschliisse auf die Art des Angriffs- 
punktes der Vergiftung ziehen kénnte. 

Die Versuchsanordnung war analog der der friitheren Versuche. Die 
Gesamtkonzentration der Monojodessigséure (neutralisiert) war in’ den 
Versuchsansatzen 1: 5000. Sie hat, wie eigens angestellte Versuche lehrten, 
keinen EinfluB auf die Glykogenbestimmung. 


Tabelle Il. 
) 


Hemmung der Glykogenbildung in PreBhefe aus 5° ig. Glucose- 
lédsung durch Monojodessigsaure 1: 5000. 


(Zusatze und Berechnung wie in Tabelle I.) 





Glykogengehalt nach dem Versuch 


Glykogen- bei Gegen- 


Nr. Datum PH ausgangs- bei Gegen- wart von Hemmung ne 
wert wart von Glucose und in mg neundiahaies 

Glucose pes. ol Glykogen Glykogens 
13. XI. 1932 7,8 42.5 110,0 89,5 25,0 37,0 
2 ,10. XI. 1932. 7,8 44,0 84,0 76,0 12,0 39,0 
7,8 43,5 2,5 78,0 15,5 39,5 
3 6. X. 1931 7,8 53,0 149,0 119.0 30,0 31,2 
30. XI. 1931 7,8 62,5 92.5 86,0 6,5 22.4 
5 24. XT. 1982) 5.5 58,5 119,0 65,5 53,5 87,5 
5,5 56,0 116,5 63,5 53,0 87,5 
6 13. IL 1932) 5,5 47,0 112,5 75,0 37,5 57,2 
7 7. IL 1933) 5,5 48,5 86,0 56,0 30.0 81,1 


Die Tabelle II lehrt zunachst, daB in simtlichen Versuchen die Mono- 
jodessigsiure die Glykogenbildung betrachtlich hemmt und ferner, daB 
diese Hemmung bei px 5,5 betrachtlich starker ist als bei py 7.8. Um die 
pu-Abhangigkeit der Glykogenbildungshemmung durch monojodessigsaures 
Natrium mit der Garungshemmung quantitativ vergleichen zu kénnen, 
haben wir in einem weiteren Versuch gleichzeitig die anaerobe Garung und 
die Glykogenbildung bei Gegenwart dieser Substanz verfolgt. 


1 Diese Zeitschr. 250, 61, 1932; s. auch Newberg u. Kobel, ebenda 238, 
239, 1931. 
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Zur Bestimmung der Géarungsgr6Be dienten die von Neuberg 
u. Reinfurth' angegebenen Eudiometer. 


Die Glykogenbildung wurde wie in allen iibrigen Versuchen bei Zimmer- 
temperatur verfolgt, die Garungseudiometer wurden nach Einfiillen von 
3cem der gleichen Gargemische, die auf thre Glykogenbildung untersucht 
wurden, im Brutschrank bei 36° 8! , Stunden belassen. Die Ablesung erfolgte 
unmittelbar nach der Entnahme aus dem Brutschrank bei Atmosphiren- 
druck. 

Tabelle ILI. 


Vergleich zwischen der Hemmung der anaeroben Garung und der 
Glykogenbildung eines Gargemisches. 
Ansatz: 10 cem einer Hefesuspension (analog der in den fritheren Versuchen 
verwendeten) + l0cem 5°, ig. Glucoselésung + 5cem 0,1 ° ig. Monojod- 
acetat. Der Glykogenanfangswert betrug 47 mg pro lg Hefe. 





Garversuch Glykogenbildungsversuch Hemmung 
Datum PH ox - oe “4 
=: Ex 2 
~~ “, “~~ 
= = 
a o o 





12. X11. 1982 55 138 2,0 11,8 112.5 75,0 37,5 85.5 57,3 
65 13,7 7,8 5.9 112,5 97,0 15,5 43,1 23,7 
7,8, 13,1 | 12,0 1,1, 1105 | 107,0 3,5 8,4 5,5 


Aus dem Versuch geht hervor, daB eine Ubereinstimmung in der 
absoluten Gré8e der Hemmung der Garung einer-, der Glykogenbildung 
andererseits durch Monojodessigséure nicht besteht; eine solche war auch 
gar nicht zu erwarten, da ja fiir die Glykogenbildung und die Garung nicht 
die gleichen Versuchsbedingungen hergestellt werden kénnen. Wohl aber 
besteht eine gleichgerichtete Beeinflussung der Glykogenbildung und 
Garung in Abhangigkeit vom py. Danach liegt es nahe, einen identischen 
Vergiftungsmechanismus, naémlich Hemmung der Phosphorylierung, fiir 
diese beiden Vorgainge und damit eine ausschlaggebende Bedeutung der 
Phosphorylierung auch fiir die Glykogenbildung anzunehmen. 

Wir haben oben gesehen, daB die Glykogenbildung aus Alkohol 
regelmaBig geringer ist als die aus Glucose. Wie bei dieser erhebt sich 
nunmehr auch beim Alkohol die Frage, auf welchem Wege er zu Glykogen 
wird. Am niachsten liegt die Annahme, daB sowie anaerob aus Glucose 
Alkohol wird, so aerob Alkohol zu Glucose und diese zu Glykogen 
aufgebaut wird. Diese Annahme wiirde betrachtlich gestiitzt werden, 
wenn der Nachweis gelinge, daB durch Monojodessigsiure die Glykogen- 
bildung aus Alkohol in gleichem AusmaB gehemmt wiirde, wie die aus 
Glucose. Dementsprechend priiften wir den EinfluB der Monojodessig- 
siure auf die Glykogenbildung aus Alkohol. 


1 Neuberg u. Reinfurth, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 538, 1046, 1920, 
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Tabelle IV. 


Hemmung der Glykogenbildung aus Alkohol durch Monojod 
essigsaure bei py 7,8. 





a - Nach % . 

Nr. Datum oj a Zunahme Monojo- te ty "ie 
: essig 0 
1 21. V.1931 30,0 57,0 27,0 34,5 22,5 83,4 
2 30. V.1981 36,0 59,5 23,5 46,0 13,5 57,4 
36,0 56,0 20,0 42,5 13,5 67,5 
8. VI. 1931 41,5 82,0 32,5 52,5 29,5 90,7 
23. VI. 1931 53,0 69,0 16,0 59,0 10,0 62,5 
5 2. VIT. 1931 55,0 72,0 17,0 54.0 18,0 100,0 
54,0 69,0 15,0 55,0 14,0 93,4 
6 9. VIL. 1931 51,0 63,0 12,0 50,0 13,0 100,0 
49,5 61,0 11,5 52,0 9,0 78,3 
7 (10. XI. 1932 44,0 60,0 16,0 46,0 14,0 87,1 
44.0 59,0 15,0 46,0 13,0 86,7 
Im Mittel: 15,5 82,5 


Die Tabelle IV zeigt zunachst, da®B durch Monojodessigséure die 
Glykogenbildung auch aus Alkohol gehemmt wird. Ferner aber zeigt sie, 
und dies ist das wichtigste Ergebnis dieser Versuche, da®B trotz ganz ver- 
schiedenen AusmaBen der Glykogenbildung die absolute GréBe der Hemmung 
der Glykogenbildung aus Alkohol mit der aus Glucose (s. Tabelle II) ge- 
fundenen bei gleichem py (7,8) fast identisch ist: bei dieser betrug sie im 
Durehschnitt von sechs Versuchen 16,1 mg (Maximum 30, Minimum 6,5), 
bei jener im Durchschnitt von elf Versuchen 15,5 mg (Maximum 29,5, 
Minimum 9,0). Damit aber erhalt die Annahme, daB die Monojodessigsaure 
bei der Hemmung der Glykogenbildung aus Alkohol an der gleichen Stelle 
angreift wie bei der aus Glucose eine starke Stiitze. Daraus darf aber mit 
einiger Berechtigung geschlossen werden, da®B die Glykogenbildung aus 
Alkohol am Ende den gleichen Weg — niamlich den tiber Phosphory- 
lierung — nimmt wie die aus Glucose. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


1. Kohlenstoffiquivalente Mengen von Glucose und Alkohol 
bilden unter identischen Versuchsbedingungen ganz _ verschiedene 
Mengen von Glykogen. Die Glykogenbildung aus Glucose betragt das 
Doppelte bis Dreifache der aus Alkohol erfolgenden. 

2. Monojodessigsiure hemmt in einer Konzentration von 1 : 5000 
die Glykogenbildung aus Glucose. Diese Hemmung zeigt die gleiche 
pu-Abhingigkeit wie die Garungshemmung durch Monojodessigsaure. 

3. Die Glykogenbildung aus Alkohol wird ebenfalls durch Monojod- 


essigsiiure gehemmt, und zwar unabhangig von der GréBe der 
Glykogenbildung bei dem gleichen pH um den gleichen absoluten 


Betrag wie die aus Glucose. 








VAY 

gly 
Mil 
dal 
wie 
die 
der 
set 


Ve 


trie 
Ver 
Phi 
ger 
Mil 
hac 
Zu 


Hy 


ue. 
Pat 








nojod 


pmmung 
in °% 


a 
a 


G2 Or 
~ 
oe 


90,7 
62,5 
00,0 
93,4 
00,0 
78,3 
87,1 
86,7 
$2.5 
e die 
yt sie, 
Z ver- 
mung 
I) ge- 
sie im 
1 6,5), 
29,5, 
rsaure 
Stelle 
r mit 
y aus 
hory- 


<ohol 
dene 
+ das 


5000 
‘iche 
lure. 
yjod- 
der 
uten 








Uber Milchsiurebildung in Leberbrei'. 


Von 
J. 8S. L. Browne? und Rhoda Grant (Montreal). 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Graz.) 


(Eingegangen am 24, Juni 1955.) 


Bekanntlich fiihrt Vergiftung mit Phosphor und Arsen sehr rasch 
zu Glykogenschwund in der Leber, ohne daB es gleichzeitig zu Hyper- 
glykimie kommt®. Da man bei diesen Vergiftungen einen Anstieg der 
Milchsiure auch in der Leber fand*, wurde die Meinung geauBert °, 
daB bei diesen Vergiftungen méglicherweise das Leberglykogen nicht 
wie sonst in Glucose sondern in Milchséure iibergehe. Da Beweise fiir 
die Berechtigung dieser Anschauung nicht vorliegen, priften wir, von 
der Voraussetzung ausgehend, da die genannten Gifte durch Herab- 
setzung der Oxydation wirken®, den KinfluB von Anoxybiose auf das 
Verhalten von Kohlenhydrat und Milchsaure in der Leber. 


Methode. 


Wir gingen dabei folgendermaBen vor: die dem entbluteten Tier 
(Kaninchen) entnommene Leber wurde durch die Fleischmaschine ge- 
trieben. und vom Brei wurden nach dem Vorgang von Haarmann® mehrere 
Versuchsansatze. in der Regel bestehend aus Je 2.5 g Leberbrei, 12.5 cem 
Phosphatmischung (pq 7.1) und 10cem Wasser bzw. anderen Zusiatzen 


gemacht. In je zwei dieser Ansatze wurden Gesamtkohlenhydrat und 
Milchsaure direkt, in je zwei nach dreistiindigem Aufenthalt im Wasser- 


bad bei 37 bis 38°C bestimmt. Behufs Bestimmung der Milchsaéure wurden 
zum Gesamtumsatz 5cem HgCl,-Lésung (l0Og HgCl,. 50g NaCl mit 
H,O auf 500cem gebracht) und 7.5cem 4,5° ig. HCl zugesetzt, auf ein 


' Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Ella Sachs-Plotz-Stiftung. 

* Holder of a fellowship in Biology from the Royal society of Canada. 

3 Literatur s. Heffters Handb. d. Pharmakologie 3, 1, 493 u. 590ff. 

1 Morishima, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 48, 217, 1900; Frank 
u. Isaak, ehenda 64, 274. 1911; vgl. auch O. Loews, v. Noordens Handb. ad. 
Pathol. d. Stoffwechsels 2, 729, 1907. 

5 Loewi, ebenda 2, 713 u. 746, 1907. 

® Diese Zeitschr. 255, 103, 1932. 
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bestimmtes Volumen aufgefiillt und 1 Stunde stehengelassen. Im Filtrat 
wurde nach Ausfaillung des Hg mittels NaOH und der Kohlenhydrat: 
mittels CuSO,—CaO die Milchsaéure nach Friedemann, Cotonio und Shatie 
bestimmt. Zur Bestimmung der Gesamtkohlenhydrate wurde der Ansatz 
auf 2,2°,ig. HCl gebracht, 3 Stunden im H,O-Bad gekocht, dann neutrali 
siert, mit Mercuriacetat gefallt, filtrierc, das Hg mit H,S gefallt, der H,s 
verjagt und die Glucose nach Bertrand bzw. Hagedorn-Jensen bestimmt 

Zur Bestimmung der nicht vergarbaren Kohlenhydrate wurde ein 
Teil des mit HCl zerkochten, grob neutralisierten Ansatzes genau auf py 7 
eingestellt, 2,5 g gewaschene Hefe zugesetzt, im Wasserbad bei 37° !/, Stunde 

diese Zeit geniigt nach Kontrollversuchen zur voélligen Vergarung 
vergoren und weiterbehandelt wie bei der Bestimmung der Gesamtkoblen 
hydrate. 
Versuche. 

Zunichst priiften wir, ob bei einfacher Anoxybiose bzw. bei gleich- 
zeitiger Gegenwart von Blausiure iberhaupt eine merkliche Abnahme 
von Gesamtkohlenhydrat, etwa wie im Muskelbrei, sich zeige!. 

Da zur Bestimmung der Gesamtkohlenhydrate eine Reduktionsmethode 
diente, muBte eigens festgestellt werden, ob und inwieweit die durch diese 
erhaltenen Werte tatsachlich Glucose entspriichen. Daher haben wir in 
einigen Versuchen die Reduktion nach Vergiérung, wie oben beschrieben, 
festgestellt. Die hierbei erhaltenen Werte sind ebenfalls in Tabelle I nieder- 








gelegt. 
Tabelle I. 
Gesamtkohlenhydrat in °/9 der Leber 
Nr. Datum Bemerkungen aii 
vorher | nachher Differenz 
; 
) 1 28. II. Ohne Zusatz ..... 7,12 7,75 + 0,61 
2 1. LIT. ‘ ~ eigen 12,0 11,4 — 0,60 
1. TI. +m/9NaF...... 12,1 11,7 — 0,40 
1.11. Nicht vergarbar. .. .)| O45 0,61 
Also vergoren. .... 11,65 11,09 — 0,56 
3 6. III. Nach 5 Hungertagen. . 1,68 1,68 +0 
Nicht vergarbar. .. . 0,56 0,36 
Also vergoren. ... . 1,12 1,32 + 0,20 
4 9. III. . Leber blutarm gespiilt . 6,08 5,92 — 0,16 
i 5 15. III. Nach 8 Hungertagen. . 0,88 1,01 + 0,13 
; Nicht vergarbar. .. . 0,48 0,49 
Also vergoren. .... 040 | 0,52 + 0,12 


Zunachst eine Bemerkung zu dem Teil der Reduktion, der nach 
Vergarung erhalten bleibt; nach den wenigen (drei) Versuchen, die wir 
anstellten, ist er, wie zu erwarten war, ganz unabhingig von der Menge 


’ DaB das Glykogen unter diesen Bedingungen abnimmt, ist bekannt. 


Wir fanden in einem Versuch vor der Digestion 4.36°,, nachher 1,8°). 
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des Gesamtkohlenhydrats und scheint eine konstante GroBe darzustellen, 
da er in den drei Versuchen als Glucose berechnet 0,45. 0.56 und 0,48 °; 
des Lebergewichts entspricht. 

Was nun die Gesamtkohlenhydrate betrifft, so geht aus den Ver- 
suchen hervor, daB ihre Menge sich bei dreistiindiger Inkubation so 
gut wie nicht andert, d.h. die Anderung liegt kaum auBerhalb der 
Fehlerbreite der Bestimmung. 

Nunmehr gingen wir zur Priifung des Verhaltens der Milchsaure 
bei Inkubation des Leberbreies ohne oder mit Zusatzen tiber. Tabelle II 
gibt die Ergebnisse wieder. 


Tabelle II. 





Milchs&ure in mg-°', 
vor nach 
Inkubation Inkubation 


Nr. Datum Bemerkungen 
Differenz 


. 2% Fa To ON | 105 | x 205 | £ | ¢ 
6 23. Il. +m500 NaCN “1 98 j101,5 181 | 193 + 92 
Oo "9 
7 24. WL, Ohne Zusatz ~~ - + -| be | 815 4g | 169 + 88 
5 —- (i 78) ope | 196 lias! 
+ m/500 NaCN 1 85] 81.5 177 | 181,5 100 
+m/509NaCN u.100mg¢{ 78) go, - 199) so- - 
Lavulose i} 954 S| 19052 | + tH 
+ 100mg Alanin (neutral) = 81.5 176 + 95 
la*) 28. II. | Ohne Zusatz...... 88 232 + 144 
Ome . sw es SS 96 + 8 
2a*)} 1.1If. Ohne Zusatz...... 73 — 
m/500 NaCN + m9 
a Sr en ee 73 88 + 15 
3a* 6.1. +m/d00NaCN .... 63 95 + 32 
+ 1: 1099 Natr. arsenicos. 63 108 + 45 
+ NaCN + 1:1000 Natr. 
arsenicos. + m9Nak . 63 69 + 6 
+ m/500 NaCN + m9 
Me raat eS SG 63 67 + 4 
4a*| 9.1L, +ms00NacN ----{) “4l75 | 1076 + 32.6 
| 73.6) 
8 13. IIT. || Ohne Zusatz. ..... 65 175 + 110 
5a 15.11]. Ohne Zusatz...... 53 141 + 88 


* Von den Versuchen la, 2a, 3a, 4a, 5a wurden in Tabelle I unter 1, 2, 3, 4, 5 die 
Kohlenhydratwerte mitgeteilt. 

** Bereits Fenz und Popper (diese Zeitschr. 229, 397, 1930) fanden, dali zugesetzte Livu- 
lose, iibrigens auch Glucose (siehe auch Haarmann, diese Zeitschr. 255, 103, 1932) die Milch- 


siurebildung in der Leber nicht steigern. 


Aus der Tabelle II geht zundchst hervor, dai der Ausgangswert der 
Milchsaure in der Leber zwischen 63 und 101 mg-°,, schwankt. Bei Digestion 
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ohne Zusatz steigt der Gehalt um 88 bis 110 mg-°., also etwa auf der 
doppelten Betrag. Die Zunahme ist bei Gegenwart von NaCN (Versuche 6 
7. 3a, 4a) bzw. Natr. arsenicos. (Versuch 3a) nicht gréBer. 

Betreffs der Muttersubstanz fiir die bei der Digestion gebildet: 
Milchsaure laBt sich bei der Geringfiigigkeit ihrer absoluten Menge nicht-~ 
Sicheres sagen. Die Tatsache aber, daB, wie beim Muskel, wo die Milch 
siure zweifellos aus Kohlenhydrat stammt, so auch bei der Leber div 
Milchsiurezunahme bei der Digestion bei Gegenwart von NaF _ vollig 
ausbleibt (Versuch la, 2a, 3a), spricht bis zu einem gewissen Grade fii 
ihre Entstehung aus Kohlenhydrat. Dieser Anschauung widerspricht 
unseres Erachtens nicht der oben mitgeteilte Befund, wonach det 
Kohlenhydratbestand wahrend der Digestion sich wenig andert: dic 
Kohlenhydratwerte sind ja im Verha!tnis zu denen der Milchsaure- 
zunahme so gewaltige, da} eine Abnahme uin den Betrag der Milch- 
siurezunahme analytisch nicht erfaBbar zu sein braucht. 

Die anoxybiotische Milchsaurebildung in der Leber ist, verglichen 
mit der in anderen Organen, etwa im Muskel oder Gehirn, so gering. 
da8 Zweifel auftauchen kénnen, ob die Leber iiberhaupt glykolytisch 
wirksam ist. Wie aber kénnte dann die wenn auch geringfiigige Glykolyse 
zustandekommen ‘ Da in der Leber Blut vorhanden ist, dessen glyko- 
lytische Wirksamkeit feststeht, kénnte man daran denken, daB die 
geringfiigige von uns beobachtete Glykolyse in der Leber ausschlieBlich 
dem in der Leber vorhandenen Blut zuzuschreiben ist. Dies zu prifen 
schlugen wir zwei Wege ein: zum ersten verglichen wir die GréBe det 
Milchsaurebildung in einem wie tiblich entnommenen, also bluthaltigen 
Leberteil, mit der in einem durch Durchstromung mit Ringerlésung 
moglichst blutfrei gemachten. Der Gesamtkohlenhydratgehalt des 
ersteren betrug 1,7°,. der des letzteren 1.4°,. Es war also nur wenig 
Kohlenhydrat ausgespiilt worden: die Milchsaure nahm im bluthaltigen 
Ansatz zu von 65 auf 175 mg-°,. also um 110 mg-°,,. im blutarm ge- 
spulten von 43 auf 89 mg-°,, also nur um 46 mg-°,,: die Milchsaure- 
bildung war also hier betrachtlich geringer. Einen vélligen Entfall det 
Milchséurebildung hatten wir gar nicht erwartet, da es bekanntlich 
unméglich ist, ein Organ vollig blutfrei zu spiilen. 

In einer weiteren Reihe von Versuchen gingen wir, um die Ab- 
hangigkeit der GréBe der Glykolyse in der Leber vom Blutgehalt zu 
prifen, derart vor, daB wir zu den verschiedenen Leberansatzen ver- 
schiedene Blut- bzw. Erythrocytenmengen (bzw. Serum) zusetzten 
und die Beeinflussung der GréBe der Milchsiurebildung durch. sie 


verfolgten. 

Natiulich bestimmten wir in jedem Versuch auch den Milchsaure- 
gehalt des Blutes allein vor und nach der Digestion und zogen die hierbei 
gewonnenen Werte von den CGesamtwerten ab. 

Tabelle III gibt diese Versuche wieder. 
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Tabelle III. 





Milchsture in mg-° Ditferenz 
é ome re gegeniber 
Nr. Datum Bemerkungen vor® der nach* der pigor dar cemate- 
Digestion Digestion iMerenZ frejen Probe 
4a 9.TI[. Ohne Zusatz .... 75 108 + 33 
+0.5cem Blut . , — 176 + 101 + 68 
+10 , ae i -- 244 + 169 + 136 
+20 . es era - 254 +179 + 146 
se) 28. IIT. Ohne Zusatz .... 111 215 + 104 
+ leem Erythrocyten —_ 300 + 158% + 85 
+1, - 
hamolysiert. . . . — 238 L127 23 
10 31. HI. Ohne Zusatz . . : 132 206 + 74 
+ 1leem Erythrocyten — 252 + 120 + 46 
+1, > 
hamolysiert » os « — 217 + $5 + 11 
+ 1leem Serum ? 212 + 80 + 6 
fe ae »  erhitzt 
SE ew - 207 + 75 + 1 
11 5. IV. || Ohme Zusatz .... 127 222 + 95 
+ 1leem Erythrocyten 324 ~ 197 L 102 
+1, is 
hamolysiert ie te es aaa 249 + 122 + 27 
+1lceem Serum . : — 250 + 131 + 36 
+2 » .  erhitzt 
auf 60°. . .. - 250 + 123 28 


* Nach Abzug des Milchsiuregehalts der Zusiitze 


Versuch 4a beweist, daB Blutzusatz die Milchsaurehbildung betrachtlich, 
und zwar bei steigendem Zusatz mehr. wenn auch nicht in geometrischer 
Progression, steigert. Da die im Blute allein von vornherein vorhanden 
gewesene bzw. wahrend der Inkubation gebildete Milchsaure in den obigen 
Versuchen bereits abgezogen ist, muB das Blut das Material fiir die Glykolyse 
aus der Leber beziehen. 

Es wurde bisher stillschweigend vorausgesetzt. da die Steigerung 
der Milchsdurebildung in der Leber durch Blutzusatz eine Folge der 
glykolytischen Blutwirkung ist. Diese Annahme ist nicht ohne weiteres 
berechtigt. Es kénnte ja etwa im Blut auch ein eine allfallige durch die 
Leber selbst bewirkte Glykolyse aktivierender bzw. unterstiitzende 
Stoff die Ursache der Blutwirkung sein. Da dem aber nicht so ist, 
geht daraus hervor, daf die Steigerung der Glykolyse nur unter Be- 
dingungen eintrat, unter denen die eigentliche glykolytische Wirkung 
des Blutes sich 4uBern kann. Diese ist bekanntlich zunachst einmal 
gebunden an die Erythrocyten und nicht an das Serum. Tatsachlich 
belehren die Versuche 10 und 1], daB Serum, und zwar natives wie er- 
hitztes, so gut wie ohne EinfluB® auf die Milchsaurebildung ist. wogegen 
die Versuche 9, 10 und 11 zeigen, daB die Steigerung der Milchsaure- 
bildung durch die gewaschenen Erythrocyten zustande kommt Be- 
kanntlich ist ferner fiir die Glykolyse Intaktheit der Erythrocyten 
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Voraussetzung!. Tatsachlich lehren die Versuche 9, 10 und 11, daB hamo- 
lysierte Erythrocyten?die Milchsiurebildung so gut wie gar nicht steigern. 

Da nach Ausweis obiger Versuche bereits 0,5 bis 1,0cem Blut aut 
2,5 g Leber die Glykolyse aufs Doppelte bis Dreifache steigert, besteht die 
Moéglichkeit, daB die geringfiigige, von uns beobachtete Glykolyse in det 
Leber, der nicht eigens Blut zugesetzt wurde, ausschlieBlich durch das in 
der Leber von vornherein vorhanden gewesene Blut zustandekommt. Zu- 
gunsten dieser Auffassung spricht der von Simpson und Macleod® erhobene 
Befund, wonach bei Inkubation der Leber nach vorgiéingigem Gefrieren- 
lassen, wodurch ja gleichzeitig Hiéimolyse gesetzt wird, die Milchséure 
iiberhaupt nicht zunahm. 

Die mitgeteilten Versuche waren angestellt zur Priifung der Frage. 
ob bei den anfangs genannten Vergiftungen etwa eine gesteigerte 
Glykolyse in der Leber bestehe, die einerseits den Glykogenschwund 
ohne gleichzeitig bestehende Hyperglykamie, andererseits die Ver- 
mehrung der Milchséure im Koérper erklaren kénnen. Unsere Versuche 
haben aber gezeigt, daB anders als in anderen Organen in der Leber 
unter anoxybiotischen Bedingungen nur eine ganz geringfiigige Glykolyse 
stattfindet, welche dazu vielleicht gar nicht durch eine glykolytische 
Wirkung der Leber selbst, sondern des in ihr vorhandenen Blutes 
zustande kommt#. Danach bleiben die bei den genannten Vergiftungen 
vorkommenden, oben angefiihrten Erscheinungen nach wie vor un- 
aufgeklart 5. 

Ergebnisse. 

1. Bei Digestion von Leberbrei laBt sich eine Abnahme der Gesamt- 
kohlenhydrate nicht nachweisen. 

2. Bei Digestion von Leberbrei nimmt die Milchséiure in geringem 
MaBe zu. 

3. Diese Zunahme ist geringer in der blutfrei gespiilten Leber, 
gréBer bei Zusatz von Blutkérperchen. Hieraus wird geschlossen, dai 
moglicherweise die Leber selbst iiberhaupt nicht glykolytisch wirksam 
ist; die Erscheinung, daB bei Vergiftungen, bei denen trotz raschem 
Glykogenschwund Hyperglykimie ausbleibt, diirfte daher nicht auf 
einer gesteigerten Glykolyse in der Leber beruhen. 

* Die Zusammensetzung unserer Ansiétze war eine solche, dais Hamolyse 
— wovon wir uns eigens tiberzeugten — wahrend der Versuche nicht eintrat. 

* Die Hamolyse wurde durch wiederholtes Gefrierenlassen und Wieder- 
auftauen der gewaschenen Erythrocyten bewirkt. 

3 J. of physiol. 64, 255, 1927. 

* Dies liBt an die Méglichkeit denken, daB bei Zustiinden, bei denen 
viel Blut in der Leber gestaut ist, eine gesteigerte Glykolyse in der Leber 
stattfindet. 

5 Vgl. hierzu auch die soeben erschienene, nach AbschluB unserer 
Untersuchungen zu unserer Kenntnis gelangte Arbeit von Thoenes (Arch. 
f. exper. Pathol. u. Pharm. 169, 667, 1933). 
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Uber die chemische Natur des Thrombins. 


I. Mitteilung: 
Fraktionierung und Anreicherung. 


Von 
Albert Fischer. 


(Aus dem biologischen Institut der Carlsberg Stiftung, Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 24. Juni 1933.) 


Ein wisseriger Extrakt aus Muskelgewebe enthalt den Stoff, der 
notwendig ist, um die Gerinnung des Blutplasmas einzuleiten. Diesem 
Stoff hat man friiher die Rolle einer Kinase zuerkannt. Wir sehen in 
ihm dagegen den eigentlichen Gerinnungsstoff und bezeichnen ihn 
deshalb als ,, Thrombin**. Die Untersuchungen von Fischer und Schmitz (1) 
iiber den Gerinnungsvorgang haben die Grundlage fiir eine Methode 
zur quantitativen Bestimmung der Wirksamkeit des Gerinnungs- 
stoffes ergeben und damit die Méglichkeit, eine Anreicherung durch- 
zufiihren. 

1. Versuchsanordnung. 

Als Ausgangsmaterial diente ein Extrakt, der aus dem Htihnermuskel- 
gewebe mit physiologischer Kochsalzlésung gewonnen wurde. Der Extrakt 
wurde von Brustmuskulatur ausgebluteter Hiihner in derselben Weise 
hergestellt, wie es von Meyerhof zur Darstellung von glykolytischem Enzym 
angegeben worden ist. Das Muskelgewebe wurde in einem eiskalten Morser 
mit einer Schere zerkleinert und in kalter physiologischer Kochsalzlésung 
(1 Teil Muskel + 2 Teile Kochsalzlésung) verrieben. Das GCanze blieb 
1', bis 2 Stunden im Eisschrank stehen. Nach Ablauf dieser Zeit wurde 
das Muskelgewebe mittels Kolierung durch eine dichte Mullschicht entfernt. 
War das Filtrat hierbei nicht geniigend klar durchgelaufen, so wurde es 
5 Minuten bei einer Tourenzahl von etwa 3000 Umdrehungen pro Minute 
zentrifugiert. Zu den Gerinnungsversuchen wurde das nahezu thrombintrei 
gewinnbare Hiihnerplasma benutzt. Die Gerinnungszeit bestimmten wir 
nach der friither beschriebenen Methode (2). 


2. Die Messung. 


Die Wirksamkeit der Praparate ist auf ihren EiweiBgehalt bezogen, 
der aus dem Kjeldahl-Stickstoff berechnet ist. Es ist klar, dab ein Teil 
dieses Stickstoffs nicht von Eiweibstoffen stammt, vorliufig aber kann 
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man hiervon absehen. Nach Untersuchungen von Fischer und Schmitz (1 
ist die Gerinnungsgeschwindigkeit proportional der Konzentration des 
Thrombins. Die Gerinnungsgeschwindigkeit (v7) ist der reziproke Wert 
der Gerinnungszeit in Sekunden, der mit 1000 multipliziert ist, damit 
Zahlen iiber 1 erhalten werden (1/¢. 1600 = v). Die Thrombineinheit 
ist willkiirlich gewahlt und so definiert, daB diejenige Substanzmenge. 
welche die Gerinnungsgeschwindigkeit von 0,2 ccm Plasma um | erhdht, 
eine Thrombineinheit enthalt. Da die Gerade, die die Gerinnungs.- 
geschwindigkeit als Funktion der Thrombinkonzentration ausdriickt, 
nicht durch den Nullpunkt geht, weil eine unbekannte geringe Meng: 
Thrombin bereits im Plasma vorhanden ist, mu die Lage der Geraden 
durch Bestimmung von zwei Punkten fiir die zu untersuchende Thrombin- 
lésung festgestellt werden. Ein MeBbereich zwischen 60 und 2000 Se- 
kunden mu8 eingehalten werden. 

Im Folgenden geben wir die Differenz der Gerinnungsgeschwindig- 
keiten, die mit zwei Konzentrationen einer EiweiBlésung (Thrombin 
erhalten werden, mit W oan. Der Einfachheit halber nehmen wir als 
zweite Konzentration die Halfte der ersten, die mit ¢ in Milligramm 
pro leem bezeichnet ist. Die Differenz der Konzentrationen der 
beiden Lésungen ist infolgedessen gleich ¢ 2. Es werden jeweilig zu 
0.20 cem Plasma 0,03 ccm Thrombinlésung zugesetzt. Die Differenz 
der zugesetzten absoluten Mengen EiweiBlésung  betragt also 
c 2.0.03 mg. Erzielt diese eine Erhéhung der Gerinnungsgeschwindig- 

} : ? Pees . €. 0,015 
keit um W, dann enthalten eine Thrombineinheit —" mg, oder 


Img EiweiB enthalt Thrombineinheiten. 


c. 0,015 


Beispiel. Ein Muskelextrakt, der 23,18 mg-°,, EiweiB enthalt, wird aut 
das Fiinffache verdiinnt. Diese verdiinnte Lésung wird als Ausgangsl6sung 


benutzt, sie enthalt ¢ = 23.185mg EiweiB pro Kubikzentimeter. Mit 
ihr gerinnt ein Plasma in 125 Sekunden, mit der um die Halfte verdiinnten 
J # 1000 1000 
Lésung in 172 Sekunden. W ist dann 125 ~~ 172 2.2. Daraus werden 
<0 ie 
5. 2,2 


23.18. 0.015 31,61 Einheiten pro Milligramm Eiweif berechnet. 


3. Die Fraktionierung. 


Muskelextrakt ist nicht lange haltbar. Bei Zimmertemperatur 
aufbewahrt wird die Lésung schon nach wenigen Stunden trub. Die 


Tribung nimmt zu und allmahlich sammelt sich ein groBber Bodensatz 
Bei héherer Temperatur, 40 oder 50°, kommt es in wenigen Minuten 
zu ganz dichter Ausflockung. Dies beruht auf der Labilitat derjenigen 
Eiweibstoffe des Extraktes, die, wie wir spaiter sehen werden, ihren 
isoelektrischen Punkt in der Nahe des Neutralpunktes haben. 
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Chemische Natur des Thrombins. I. l 


Auf Grund _ friiherer Untersuchungen (1) konnten wir bereits 
einige Eigenschaften des Gerinnungsproteins voraussagen, ohne es 
isoliert zu haben. Eine von diesen betraf den isoelektrischen Punkt, 
der nach unseren Anschauungen in der Nahe des Neutralpunktes liegen 
muBte. Tatsachlich stellte es sich heraus, da} die Voraussage vollig 
richtig war, indem gefunden wurde, daB die Gerinnungswirkung gerade 
an solche Eiweibkérper gebunden ist. Auf Grund der Lage des iso- 
elektrischen Punktes dieses MuskeleiweiBes, seine Aussalzbarkeit durch 
Halbsattigung mit Ammoniumsulfat, seine schnelle Denaturierbarkeit, 
seine auBerordentliche Leichtléslichkeit in Sauren geben Grund zu der 
Vermutung, daB dieses EiweiB den Muskelglobulinen nahesteht. Die 
Methode zur Anreicherung des aktiven Gerinnungsstoffes griindet sich 
nun auf folgende Beobachtung: 


Wird zu 5cem der beschriebenen Muskelextraktlésung | cem on lo 
Salzséure zugesetzt, dann bleibt die Losung ganz klar. Setzt man wenige 
Sekunden spater genau 1 ccm n 10 Natronlauge zu, dann erfolgt eine starke 
Ausfallung. Es wurde hierbei sichergestellt, daB die Austallung nicht durch 
die Vermehrung des WKochsalzgehaltes hervorgerufen wird, denn werden 
leemn 10 Salzsdéure und | com n 10 Natronlauge vorher gemischt und dann 
dem Muskelextrakt zugesetzt, so entsteht keine Ausflockung. Dab die 
Eiwei®Blésung nach dem Zusatz von 1 cem n 10 Salzsaure ganz klar bleibt. 
beruht darauf, daB das Eiwei® sich als Azidalbumin auf der sauren Seite 
seines isoelektrischen Punktes gelést hat. Setzt man nicht genug Saure 
zu, um das py der Lésung weit tiber den isoelektrischen Punkt des Eiweibes 
hinwegzubringen, dann tritt eine Flockung aut. 

Der kurzdauernde EinfluB von Saure hat also eine bleibende Ver- 
anderung der FEiweiBkoérper zur Folge gehabt, indem sie nicht langer imstande 
sind, bei dem py des Muskelextraktes wie vorher in Losung zu bleiben. Die 
Menge des in dieser Weise ausfallenden Eiweifes ist von der Menge der 
zugesetzten Saure abhangig. Die Triibung. die durch ganz geringe Saure- 
mengen, wie z. B. 0.05 bis 0.1 cem n 10 Salzsdure auf 5 cem Muskelextrakt 
hervorgerufen wird, kann beim Versetzen mit der gleichen Menge Natron- 
lauge nicht zum Verschwinden gebracht werden. 

Scheidet man durch Zentrifugieren die auf diese Weise ausgefallten 
EiweiBkérper ab, so lassen sie sich vollstandig in verdiinnter Salzsaure, 
etwa n 100 bis n 200, in Lésung bringen. Diese Losung mit einem py 
zwischen 3 und 4 ist nunmehr hoch wirksam auf die Crerinnung. Sie ist 
in dieser Form lange Zeit hindurch haltbar. Die Loésung bleibt auch bei 
langerem Stehen klar, sie vertragt selbst Kochen. Wahrend die Wirksamkeit 
der neutralen Ausgangslésung beim Kochen vollig inaktiviert wird, indem alles 
Eiwei® ausgeflockt wird, ist die Wirkung der sauren Lésung viel widerstands 
fahiger gegen hohe Temperatur. Die Wirkung geht beim Kochen zwar 
zuruck, aber nicht voéllig verloren. 

Aus den sehr vielen Anreicherungsversuchen, die ausgeftihrt wurden, 
sollen hier nur einige wiedergegeben werden. Alle ausgefulirten An- 
reicherungsversuche zeigten immer dasselbe, namlich eine Steigerung 
um das 30- bis 50fache der Wirkung des Ausgangsmaterials. 





“aaa ei 


172 A. Fischer : 


Versuch S57. 

157 g zerkleinerte Hiihnermuskeln wurden mit 300 cem physiologische: 
Kochsalzlésung extrahiert. Der Extrakt wurde mehrmalig durch gewéhn 
liches Filtrierpapier filtriert. Zu 250cem Muskelextrakt wurden 3,0cem n_ 10 
Salzsiure zugesetzt. Nach gutem Durchschiitteln kamen 3.0 ccm n 16 
Natronlauge hinzu. Die entstandene Flockung wurde abzentrifugiert und 
in 250 cem etwa n 200 Salzsaure gelést. Diese Lésung wurde als Fraktion | 
bezeichnet. Zur Mutterlésung wurden nochmals 3.0 cem n/10 Salzséure 
zugesetzt und gleich darauf 3,0ccm n 10 Natronlauge. Der Niederschlag 
dieser Lésung wurde auch in 250 ccm n,200 Salzséure gelést und als Frak 
tion 2 bezeichnet. Die Lésung selbst wurde dann mit 4 cem n_ 10 Salzsaure 
und hiernach 4cem n/10 Natronlauge versetzt. Der Niederschlag hiervon 
wurde ebenso in 250cem n 200 Salzséure gelést und als Fraktion 3. be- 
zeichnet. Jetzt wurde die Anzahl der Thrombineinheiten in den drei Frak- 
tionen sowie in der Ausgangslésung und der letzten Restlésung bestimmt. 

Aus Tabelle I geht hervor, daB die Anreicherung des Gerinnungs- 
stoffes in Fraktion 2 gegeniiber der Ausgangslésung etwa die 40 fache 
ist. Berechnet man die gesamte Menge an Gerinnungseinheiten in der 
250-ccm-Ausgangsl6sung (die letzte Kolonne) und vergleicht mit der 
Menge, die durch die Fraktionierung isoliert wurde, so findet man 
eine schlechte Ubereinstimmung. Denn die isolierte Menge an Ge- 
rinnungsstoff macht etwa das Fiinffache von dem aus, das in der Aus- 
gangslésung vorhanden war. Eine Erklarung hierfiir ist, worauf wir 
spater zuriickkommen, daB die wirksamen Stoffe in der Ausgangslésung 
in anderer Form vorhanden sind als in der Lésung des sauregefallten 
EiweiBes. 

Tabelle I. 





Gerinnungszeit ¢ 


: in Sek. Gerinnungs- Eiweif- Thrombin- Geet. 
Fraktion bei Extrakt- wert W konzentration einheiten einheiten 
konzentration 10001000 in mg pro mg is a se 
a: _ a2 pro 250 ecm 
ee t. pro lecm EiweiB 
Nr c c/2 ! : 
1 195 395 2.6 0,262 666.6 218448 
2 165 335 3.1 0,219 968.7 264648 
3 162 207 1,4 0,213 424.2 113346 
Restlosung 235 342 1.4 4,725 20.0 118124 
Ausgangs- | 147 195 1,9 5,250 24.4 159469 
losung 


Eine weitere Anreicherung der so erhaltenen etwa 40fach ange- 


> 


reicherten Thrombinlésungen war ohne Erfolg. 


Die Methode. die hierfiir versucht wurde, griindete sich auf die Beob- 
achtung, daB der von dem py abhangige Ausflockungsbereich der Thrombin- 
losung sehr groB ist, er geht von etwa py 4 durch ein Maximum bei etwa 7,5 
bis etwa py 9. Durch Austallung bei verschiedenem py wurde zu fraktionieren 
versucht, indem die sauren Lésungen mit n 100 Natronlauge in steigender 
Menge versetzt wurden, so da Ausfallungen eintraten, die von ganz 
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schwachen bis zu sehr starken variierten. Nach Zentritugieren wurden die 
Prazipitate in Je 5cem n 10 Essigsdure gelést. Die Gerinnungsgeschwindig- 
keit wurde an Plasma mit Zusatz dieser Lésung gemessen. Hierbei zeigte 
es sich, daB die Wirkung der Lésung proportional der GroéBe der Fillung 
war. Eine weitere Anreicherung leB sich also nicht ausfiihren. Die Tatsache, 
daB die Wirkung direkt vor der Menge des ausgetallenen Eiweibes ab- 
hangig ist, und daB auBerdem die Gerinnungsgeschwindigkeit, die mit det 
sauren Kontrollésung erzielt wurde, die gleiche ist wie mit der Lésuny det 
maximal ausgefallten EiweiBmenge, deutet vielleicht daraut hin, dali die 
aktiven Stoffe schon verhaltnismabig einheitlich sind. 

Aus friiheren Untersuchungen (3) ist es schon bekannt, dab die 
gerinnungsbeschleunigende Wirkung des Muskelextraktes durch Er- 
hitzen, z. B. bei 56°, zunimmt. Hierbei fallen groBe Mengen EiweiB aus. 
Die Gerinnungswirkung ist an das Eiweif gebunden, das aus dem 
Muskelextrakt entweder bei langerem Aufbewahren in Eis oder in 
kiirzerer Zeit bei Kérpertemperatur oder momentan bei héherer Tem- 
peratur ausfallt. Nach Kochen geht das EiweiB nicht oder auBerst 
schwer mit Saure in Lésung und die Gerinnungswirkung bleibt aus. 

Aus denselben Untersuchungen ging hervor, daB Heparin nur 
eine ganz geringe oder gar keine Wirkung auf den Gerinnungsvorgang 
ausiibt, wenn man dieses erhitzte MuskeleiweiB als Gerinnungsstoff 
benutzt. Da wir jetzt wissen, daB gewisse Schwermetalle mit Heparin 
Komplexverbindungen bilden und hierdurch die Wirkung des Heparins 
inaktivieren kénnen, und da®B ferner verschiedene organische Sauren 
um die Besetzung der basischen Gruppen des Gerinnungsstoffes mit 
Heparin konkurrieren und damit die Wirkung des Heparins herab- 
setzen (4), wurde versucht, nachzuweisen. ob bei der Erhitzung von 
Muskelextrakt heparininaktivierende Faktoren dieser Art entstehen. 


Versuch S15. 

Ein Muskelextrakt wurde 35 Minuten bei 51° erhitzt. Die entstandene 
Ausfallung wurde abzentrifugiert und die klare Lésung fiir den Nachweis 
von eventuell vorhandenen Stoffen, die der Heparinwirkung entgegen- 
wirken, benutzt. 

Bei Zusatz von 0,03 ccm frischem Muskelsaft, 0,03 cem 33 mg-°iger 
Heparinlésung gerinnen 0,2ccm Plasma in 4 Minuten 30 Sekunden. Bei 
Zusatz von auBerdem 0.3cem Zentrifugat erfolgt die Cerinnung eben- 
falls in 4 Minuten 30 Sekunden. Mit Zentrifugat allein keine Gerinnung. 

Heparininaktivierende Stoffe entstehen also in dem_ erhitzten 
Muskelextrakt nicht. Die Ursache der veranderten Wirkung des 
Gerinnungsstoffes ist vielmehr in dem Stoff selbst zu suchen, und zwar 
wahrscheinlich in seiner partiellen Denaturierung. 

Durch einfaches Erhitzen der Lésung von Muskelextrakt gelingt 
auch eine Anreicherung des Gerinnungsstoffes. Man bekommt unter 
geeigneten Versuchsbedingungen eine ebenso starke oder noch starkere 
Anreicherung durch Erhitzen wie durch Einwirkung von Saure. 








174 A. Fischer: 


Versuch 907. 

Im Wasserbad von 65° wurden 200 ccm Muskelextrakt unter gutem 
Umschiitteln erwarmt. Nach etwa 2 Minuten hat der Extrakt die Tem- 
peratur von 50° erreicht. Bei dieser Temperatur wird 1 Minute weite1 
umgeschiittelt. Die Lésung wird dann abgekiihlt. Ein groBer Niederschlag 
hat sich gebildet, der abzentrifugiert und in verdiinnter Salzsaéure gelést 
wird. Diese Lésung ist leicht opaleszierend. Vor der Messung der Thrombin- 
einheiten werden die drei erhaltenen Lésungen, namlich Ausgangslésung, 
Lésung des koagulierten EiweiBes und Restlésung, erhalten nach Abtrennung 
des ausgefallten EiweiBes, mit Salzséure auf gleichen Saéuregrad gebracht. 


Tabelle II. 





Gerinnungszeit ¢ 





in Sek. Gerinnungs- Eiweif- Thrombin- | Gecamt- 
Frakti bei Extrakt- wert Hi konzentration _einheiten te 
raktion konzentration 1000 1000 in mg note | ane 
ies 4 “A oa pro 200 cem 
fy ra pro leem Eiweifi 
e e/2 . 
| 
- | = ~) -9rf 
Ausgangs- || 199 125 2.0 11,375 11,8 53560 
losung = || J 
Restlosung | 294 389 0,8 9,300 5,7 21200 
me Tt es | a60 54 2,625 138,0 64530 
KiweiB | J 


Wahrend wir vorher (Tabelle I) 500 bis 700 ©, zuviel an Wirksamkeit 
dem Ausgangsmaterial gegeniiber isoliert haben, ist nach der An- 
siuerung der Ausgangslésung und der Restlésung vor der Messung 
nur noch ein Mehr von etwa 33°, vorhanden. Tabelle III gibt einen 








Versuch wieder, bei dem sowohl die Restlésung wie die Ausgangs- 
lésung angesduert sind. 
j Tabelle III. 
Gerinnungszeit ¢ a ; 
he. in Sek. Gerinnungs- EiweiB- Thrombin- GCeasiat 
Fraktion bei Extrakt- wert W konzentration | einheiten ee ae al 
onsintretlion 1000-1000 in mg pro mg se yn 
— — pro 1 eem Eiweib cscs de a 
Nr. c cj2 é 
1 68 82 2,5 1,793 92.6 10000 
2 57 72 3,6 1,137 212,0 14628 
3 65 87 3,9 1.575 169.5 15763 
4 95 145 3.6 2,362 103,0 14523 
5 330 540 1,9 1,837 76.0 8436 
Restlosung 1320 1950 0,2 3,062 4.4 4609 
Ausgangs- | 77 | 106 3,5 7,000 33,3 46620 
losung | : 


Aus diesen Versuchen geht also erstens hervor, daB durch ein- 
eine Anreicherung 
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méglich ist, und zweitens, daB durch Ansdéuerung von sowohl der 
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neutralen Ausgangslésung wie der neutralen Restlésung die schlechte 
Ubereinstimmung mit der urspriinglich vorhandenen Wirksamkeit von 
500 bis 700°, auf 33°, verbessert wird. 

Zuerst soll die Bedeutung der Ansaiuerung des Muskelextraktes 
erértert werden. Es hat sich herausgestellt, wie oben angefiihrt worden 
ist, daB eine bleibende Veranderung des Gerinnungsstoffes nach einer 
kurzen Saurewirkung eintritt. Diese Veranderung besteht, gleichgiiltig, 
ob die freie Saure vorhanden oder wieder neutralisiert ist. Ein 
einmaliger selbst ganz kurzer EinfluB von Saure bewirkt eine Ver- 
anderung des EiweiBes, die darin besteht, 1. daB das Eiweif nicht 
langer im Neutralpunkt léslich und 2. daB seine Wirkung als Ge- 
rinnungsstoff von Heparin ziemlich unbeeinfluBt ist. Die folgenden 
Versuche zeigen, wie wenig wirksam Heparin auf eine saure Losung 
von einem angereicherten Gerinnungsstoff ist. 


Versuch 833. 


0,.2cem Plasma + 0.03 cem Thrombinlésung gerinnen in. . . . . 40” 
0.2 ., Plasma + 0.03 ,, - 0,03 cem 
90 mg-°,ige Heparinideung ; ee 
0.2 ., Plasma + 0,03 com Thrombinlésung + 0,03 com 180 mg-°oige 
Heparinlésung gerinnen in. . gee ne ae eee ee 
0.2. ., Plasma + 0,03 cem Tisedhinltoune - 0,03 cem 260 mg-°,ige 
Heparinlésung gerinnen in... 1. ee eee ee ee 80" 


Mit gewohnlichem neutralen Muskelextrakt und der gleichen Menge 
260 mg-°,iger Heparinlésung gerinnt Plasma stundenlang nicht. 

Die stark saure Reaktion der Gerinnungsstofflésung kénnte allein 
verantwortlich fiir die anscheinende Unempfindlichkeit Heparin gegen- 
iiber sein. Wir wissen, daB die Wirkung des Heparins als gerinnungs- 
hemmendes Agens darauf beruht, da} das vorher (im isoelektrischen 
Punkt) gleichsinnig geladene Proteinion des Gerinnungsstoffes durch 
die Bindung des Heparins eine einseitige freie Ladung bekommt 
[Donnan-Potential (5)}. Die Gerinnungsgeschwindigkeit ist von der 
freien elektrischen Ladung des Thrombinions abhingig und nimmt 
mit der Zunahme der Ladung ab. Heparin verschiebt das Gerinnungs- 
optimum nach der sauren Seite hin, indem es sich mit Thrombin ver- 
bindet. Dieses Heparinthrombin ist saurer als Thrombin. Da Thrombin 
nur als isoelektrisches Protein imstande ist, die Gerinnung des Plasmas 
auszulésen, ist die Gerinnung mit Heparinthrombin nur dann méglich, 
wenn das px des Blutplasmas nach der sauren Seite hin verschoben wird. 

Die anscheinende Unempfindlichkeit des Thrombins in saurer 
Lésung gegeniiber Heparin kénnte also allein auf der Verschiebung des 
pu des Plasmas beruhen. Da das nicht zutrifft, geht aus folgendem 


Versuch hervor. 
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Versuch 900. 
Tabelle IV. 





Gerinnungs- 


zeit t 

Sek. 

0,2cem Plasma + 0,03 cem neutraler Muskelextrakt ... . . 125 
G2... » +0,03 , ‘e " + 0,03 cem 

Oome Yoige Heperimiteumg .. .. - + se es tos 375 
0.2cem Plasma + 0,03 cem mit Salzsaure angesauertem Muskel- 

NIN oC lees ean aise oa ce ar ete ele. onse 130 
0,2 cem Plasma + 0,03 cem mit Salzsiure angesauertem Muskel- 

extrakt + 0,03cem 50 mg-%ige Heparinlssung ..... . 177 


Man sieht hieraus, daB die Ansiuerung des Muskelextraktes einer- 
seits keine Wirkung auf die Gerinnungsgeschwindigkeit hat, anderer- 
seits aber die thrombinhemmende Wirkung des Heparins stark herab- 
setzt. 

Um zu prifen, welche Wirkung die Ansaiuerung, die das Plasma 
durch den Zusatz des sauren Muskelextraktes erfahrt, auf die Ge- 
rinnungsgeschwindigkeit hat, wurde erst die dem sauren Muskelextrakt 
entsprechende Menge Salzsiure und darauf neutraler Muskelextrakt 
dem Plasma zugesetzt. 

Tabelle V. 





Gerinnungs- 
zeit t 
Sek. 
0,2cem Plasma + verdiinnte Salzsaure + neutraler Muskelextrakt 155 
O23 . > t+ . ss x i. 

+ 0,03 cem 50 mg-°,ige Heparinlisung. ... 2... 385 
0,2 cem Plasma + saurer Muskelextrakt . ......2.2.2.. 210 
0.2 , . +*-% ” + 0,03 mg %ige Heparin- 

losung eM eg se eee age oa ree ae es 270 


Es geht hieraus hervor, daB die Verschiebung des py des Plasmas 
nicht allein fiir die ausschaltende Wirkung des Heparins verantwortlich 
ist. Sowohl der angesiuerte genuine Muskelextrakt wie der isolierte 
angereicherte Gerinnungsstoff in saurer Lésung wurden nur wenig von 
Heparin beeinfluBt. Im ersten Falle sind die durch die Ansaéuerung 
entstandenen Produkte nicht isoliert worden. Dieses deutet darauf 
hin, daB, wie wir auch friiher behauptet haben, die durch Erhitzen 
entstandenen Produkte anders aufzufassen sind als die, die im genuinen, 
neutralen Muskelextrakt vorkommen. Die Empfindlichkeit dieses 
Stoffes gegeniiber Heparin kann entweder darauf beruhen, daB die 
Bindung Thrombocym und Prothrombin eine lockere ist, die durch 
das Heparin véllig aufgehoben wird, oder es handelt sich darum, daB 
das Prothrombin relativ viele basische Gruppen enthalt, die von 
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Heparin besetzt werden kénnen. Bei der teilweisen Denaturierung des 
EiweiBes (Prothrombin) verschwindet ein grober Teil dieser Gruppen 
und infolgedessen ist eine Bindung an Heparin in diesem AusmaB nicht 
linger méglich, und daher die Unempfindlichkeit gegen Heparin- 
wirkung. 

Zusammenfassung. 

1. Es wird itiber eine Methode zur quantitativen Bestimmung des 
Thrombins berichtet. 

2. Das Thrombin wird aus einer wasserigen LOsung von Muskel- 
extrakt hergestellt. Das ThrombineiweiB besitzt charakteristische 
Eigenschaften. Diese sind: Aussalzbarkeit durch Halbsattigung mit 
Ammonsulfat, schnelle Denaturierbarkeit, auBerordentliche Leicht- 
léslichkeit in Sauren und isoelektrischer Punkt in der Nahe des Neutral- 
punktes. 

3. Eine Anreicherung des Thrombins konnte bis zu dem etwa 
50fachen Gehalt der Ausgangslésung vorgenommen werden. 

4. Die Anreicherungsmethode  griindet sich auf die — schnelle 
Denaturierbarkeit des ThrombineiweiBes durch Einwirkung von Saure 
oder Erhitzen. 

5. Gerinnungsstoff, isoliert aus Muskelextrakt durch Saurezusatz 
und sofortige Neutralisierung, sowie Gerinnungsstoff durch Erhitzen 
isoliert, haben als gemeinsame Eigenschaft, da ihre gerinnungs- 
auslésende Wirkung nur sehr wenig von Heparin beeinfluBbar ist. 
Hierdurch unterscheiden sie sich von dem Gerinnungsstoff in dem 
neutralen, genuinen Muskelextrakt, dessen gerinnungsférdernde Wirkung 
von Heparin sehr stark gehemmt wird. 

6. Es wird die Vermutung ausgesprochen, daB die Veranderung 
des Thrombins gegeniiber der Heparinwirkung auf einer partiellen 
Denaturierung der EiweiBkomponente des Gerinnungsstoffes beruht. 
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Uber die chemische Natur des Thrombins. 


Il. Mitteilung: 
Die Komponenten des Thrombins. 


Von 
Albert Fischer. 


(Aus dem biologischen Institut der Carlsberg Stiftung. Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 24. Juni 1935.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


In der I. Mitteilung (1) konnte iiber die quantitative Bestimmung 
der Wirksamkeit des Thrombins und iiber die Anreicherung des Throm- 
bins berichtet werden. Im folgenden werden Untersuchungen iiber 
die einzelnen Fraktionen des Muskelgewebeextraktes von verschiedener 
Aktivitat beschrieben. 

Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Beobachtung, daB eine 
wasserige Lésung von Muskelgewebeextrakt ihre gerinnungsférdernde 
Wirkung verliert oder wenigstens zum gréBten Teil, wenn sie mit 
reinem Ather ausgeschiittelt wird. Gleichzeitig geht eine groBbe Menge 
Fette, Lipoide und Sterine in die Atherlésung. Versetzt man Muskel- 
extrakt mit der etwa dreifachen Menge Aceton oder absolutem 
Alkohol, zentrifugiert das ausgefillte Eiwei8 nach einigen Stunden 
ab und bringt es mit verdiinnter Salzsiure wieder in Lésung, so ist 
seine Gerinnungswirkung bedeutend zuriickgegangen. In Aceton bzw. 
Alkohol sind Fette und Lipoide in Lésung gegangen. Unter diesen in 

Ather, Aceton oder Alkohol léslichen Stoffen befindet sich eine der 
wirksamen Komponenten des Thrombins. Denn es ist méglich, durch 
eine Kupplung von den in Ather, Aceton oder Alkohol gelisten Fetten 
mit dem EiweiBteil die gerinnungsférdernde Wirkung wieder her- 
zustellen. 
Versuchsteil. 


Setzt man zu einem Muskelextrakt, wie in der I. Mitteilung (1) be- 
richtet, eine gewisse Menge Salzséure zu, die unmittelbar darnach mit 
Natronlauge versetzt wird, dann scheidet sich EiweiB aus. Nach Ab- 
trennung dieses KiweiBes von der Lésung durch Zentrifugieren kann wieder 
Salzséure zur Restlésung zugesetzt werden, worauf man eine neue Fallung 
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bekommt. So fortgesetzt kann man mehrere Eiweibtraktionen erhalten, 
die sich dadurch unterscheiden, daB sie verschiedene Mengen an gerinnungs- 
aktiver Substanz enthalten. Unter den Bedingungen des Experimentes 
sind meistens die ersten zwei Fraktionen am aktivsten. Die dritte, vierte 
und fiinfte Fraktion enthalten weniger und weniger wirksame Stoffe, obgleich 
die EiweiBmengen dieselben oder sogar gréBere sind. An solchen Fraktions- 
reihen, deren Wirkung gemessen werden konnte und deren Aktivitaét sehr 
schwankend ist, wurden die Untersuchungen ausgefiihrt. 

Zunaichst wurden spektralphotometrische Messungen im Ultraviolett 
angestellt. 

Versuch S839, 

139g Muskelgewebe von einem ausgebluteten Huhn wurden 1! . Stunden 
bei 0° mit 350 cem physiologischer Kochsalzl6sung extrahiert. Der Extrakt 
enthielt nach der Abtrennung des Muskelgewebes etwa 2! ,°., Eiweil. 

Zu 50cem Muskelextrakt wurde Il cem n 10 Salzsaéure zugefiigt, die 
sofort nach Schiitteln mit Ilcem n 10 Natronlauge neutralisiert wurde. 
Das abzentrifugierte EiweiB wurde in 25 cem n/100 Salzsaure gelést (Frak- 
tion 1). Zur Restlésung von Fraktion | wurden 3 c¢em n 10 Salzséure und 
daraut 3cem n/10 Natronlauge zugefiigt. Das ausgefallte Eiweif wurde 
ebenso in 25¢em n/100 Salzséure gelést (Fraktion 2). Zur Restlésung von 
Fraktion 2 wurden 4cem n/10 Salzséure und darauf 4cem n lO Natron- 
lauge zugesetzt. Das Prazipitat in 25 ccm n, 100 Salzsdéure gelést (Fraktion 3). 

Die nachste Fraktion wurde von der Restlésung aus Fraktion 3 mit 
5cem n/10 Salzsaure und 5cem n 10 Natronlauge gewonnen und in 25 cem 
n/100 Salzsiure gelést (Fraktion 4). Die letzte Fraktion wurde aus der 
Restlésung von Fraktion 4 mit 5cem n 10 Salzséiure und 5cem n/10 Natron- 
lauge gewonnen und in 25cem n/100 gelést (Fraktion 5). 

Diese fiinf Fraktionen enthielten, wie aus der Tabelle I zu ersehen 
ist. verschiedene Mengen aktives Thrombin. Ihr Eiweibgehalt weist 
zufallig nicht groBe Unterschiede auf. Aus den qualitativen Unterschieden 
der Absorptionskurven, und zum Teil auch aus ihren quantitativen, kann 
jedoch ein Zusammenhang mit der Wirkungsgr6Be der einzelnen Fraktionen 
abgeleitet werden. 


Tabelle LI. 








| Gerinnungszeit t in Sek, erinnungswert Eiwei6- ze 
Fraktion || bei Extraktkonzentrationen " konzentration rhrombin- 
| —— _— — am ing on ane Meal 
Nr. ! ce c/2 ty ty pro lcem I de ' 
1 55 97 7,9 0,210 987,5 
2 70 110 5,2 0,526 266.6 
3 215 382 2,0 — 
4 930 1492 0.4 -- - 
5 1515 2880 04 0,277 28.6 


Als Instrument fiir die Messungen wurde der Chemikerspektrograph 
von Zeiss angewendet. 
Aus Abb. 1. die die Extinktionskurve der Fraktion 1 darstellt. geht 


hervor, daB die aktivste Fraktion 1 (987,5 Eimheiten pro Milligramm 


EiweifB) eine x-Bande bei etwa 273 bis 278 mu und eine /-Bande um etwa 
255 mu hat; hierauf folgt eine steile, beinahe lineare Steigerung der Absorp- 
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tion bis tiber 220 mu hinaus. Dagegen zeigt die Extinktionskurve von 
Fraktion 2 (Abb. 2), die weniger als ein Drittel der Starke von Fraktion | 
hat und trotzdem mehr Eiweif enthalt, nur eine Hauptbande bei etwa 
275 mu. Diese Bande ist noch scharfer beim Absorptionsspektrum det 
Fraktion 5 (Abb. 3), die auBerordentlich wenig Gerinnungsstoff enthiilt. 
Die Absorptionskurve der Fraktion 5 (Abb. 3) und zum Teil auch die Kurve 
der Fraktion 2 (Abb. 2) entsprechen 








etwa dem Absorptionsspektrum des a5, = | 
Blutserums [dw Notiy (2)]. Dieses + t 
hat ein Absorptionsmaximum bei etwa : 
275 mu und ein Absorptionsmini- | 
mum bei etwa 252 bis 255 mu. Der 
| 
| 
| 
| 
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Abb. 2. 





Unterschied zwischen den Extinktionskurven der Fraktion 5 (unwirksame 
Fraktion) und der Fraktion | (die wirksamste) ist der, daB bei der Fraktion 5 
die Substanz fehlt, die fiir die starke Absorption bei 240 bis 260 mu ver- 
antwortlich ist. 

Zum Vergleich mit diesen Ergebnissen wurden Versuche angestellt 
diber die quantitativen Verhaltnisse der ather-alkoholextrahierbaren Stoffe 
aus ahnlichen Fraktionen wie oben. 


Versuch 859. 

255g Muskelgewebe wurden mit 350 cem physiologischer Kochsalz- 
lésung 1'/, Stunden bei 0° C extrahiert. Der Extrakt enthielt 2,49°, EiweiB. 
Hiervon wurden zwei Portionen von je 50 cem Extrakt in je fiinf Fraktionen 
zerlegt, genau wie im obigen Versuch 839. 

Die erste Reihe wurde dazu verwendet, um die Gerinnungsaktivitat zu 
bestimmen, die andere Reihe fiir die Extraktion mit Ather-Alkohol.  Fiir 
die Messung der Wirksamkeit wurde das ausgefallte EiweiB in je 25 cem 
n/100 Salzsaure gelést. Die Werte sind in Tabelle II angegeben. In 
der zweiten Reihe, die fiir die Ather-Alkoholextraktion bestimmt war, 
wurde der Niederschlag nach der Abtrennung von der Lésung getrocknet. 
Nach Pulverisierung wurde zu je der fiinf Fraktionen 40 cem von einem 
Ather-Alkoholgemisch (1 Teil 96° ,iger Alkohol + 3 Teile reiner Ather) 
Alle wurden im Wasserbad 3 Minuten gekocht und nach Ab- 
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Tabelle II. 





Gerinnungszeit ¢ Gerinnungswert 
Fraktion in Sek. Ww Eiweib- Gerinnungs- 
— : ait el 1000-1000 konzentration einheiten — 
Nr monmentateet jason ty ty = Sapte pro mg Eiweif 
1 92 270 7,2 70,0 288.0 
2 57 167 11,5 102.6 311,0 
3 162 367 3,5 70,0 140.0 
4 212 847 3,5 131,1 31,2 
5 1020 1245* 0,2 17,5 66,6 
Ausgangs- 
losung 60 80 41 2492.0 4,0 
Rest- 
losung 2580 2580 * 0 1313,0 0 


* 1 bis 2 verdiinnt. 


kiihhing mit Ather wieder auf 40 cem aufgefiillt. Nach Abkiihlung wurde 
filtriert, die Filter mit Ather gewaschen und das Filtrat zur Trockene 
eingedampft. Die Riickstaénde wurden in 25 cem Chloroform aufgenommen. 
Da alle Extrakte unter denselben ex- 
perimentellen Bedingungen — hergestellt 
sind und in derselben Menge Lésungs- 
mittel (25cem Chloroform) gelést sind, 
ist ein quantitativer Vergleich des Ab- 
sorptionsspektrums direkt méglich. Die 





i ia Tm a | Faklonff 7) 
G2 +4 2) 
Q3} i 
a4 
Os | abel 

47 

08. +54 
a9: Lot 
10} 

17} + + + + + 
12 So 330 320 30 300 20 280 770 280 ED 20 
= ma 
Abb. 4. 


Menge an Cholesterin wurde kolorimetrisch nach Sloor (3) gemessen. 
Tabelle III gibt die Menge des Cholesterins an und die gesamte Menge 
EiweiB. Als Vergleichsspektrum fiir die Auswertung der Extinktionskurven 
wurde das angewendete Lésungsmittel, namlich Chloroform, benutzt, und 
zwar so, das jede Aufnahme des Extraktes von einer Aufnahme des 
Lésungsmittels in derselben Schichtdichte begleitet wurde. 
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Tabelle III. 





Fraktion Gesamteiweil Baa wre Cholesterin 
: in mg cholesterin pro 100 mg 
Nr. in mg Eiweif 
1 50,4 0,34 0.67 
2 66,0 0,22 0,33 
3 51,8 0,14 0,27 
4 90,4 0,11 0,12 
5 6,6 _ — 


In Abb. 4 sind die Absorptionsspektren der Ather-Alkoholextrakte 
der fiinf FiweiBfraktionen wiedergegeben. Die starkste Absorption siamt- 
licher Fraktionen ist bei 250 bis 260myu. Dies Gebiet deckt sich mit 
der /}-Bande des Absorptionsspektrums der aktivsten Fraktion des Throm- 
bins, wie es aus Abb. | hervorgeht. Bei den folgenden Fraktionen, Abb. 2 
und 3, die weniger und weniger aktives Thrombin enthalten, wird die Ab- 
sorption in diesem Gebiet auch schwacher und schwacher. Weiter geht 
aus den Spektogrammen der alkohol-atherléslichen Stoffe hervor, daB ihre 
Konzentration (GréBe der Absorption) mit der Menge an wirksamen Sub- 
stanzen der einzelnen Fraktionen fallt, und zwar ganz unabhangig von der 
jeweiligen absoluten Menge EiweiB. Fraktion 4 enthalt z. B. viel mehr 
EiweiB als Fraktion 1, zeigt aber nur etwa ein Neuntel der Wirkung 
von Fraktion 1. Die Absorption des Ather-Alkoholextraktes der Fraktion 4 
ist auch bedeutend geringer als die des Extraktes der Fraktion 1. Frak- 
tion 5 ist zufallig aktiver als Fraktion 4, und die Absorption des Extraktes 
aus Fraktion 5 ist infolgedessen gré6Ber als die der Fraktion 4. 

Die Konzentration an sémtlichen Fettstoffen und Lipoiden ist gréBer 
in den ersten Fraktionen als in den darauffolgenden. Dies gilt sowohl fiir 
die wirksamen als fiir die unwirksamen Fettstoffe. Cholesterin z. B., das, 
wie wir gefunden haben, keine Rolle fiir die Wirkung des Gerinnungsstoffes 
spielt, ist in den ersten Fraktionen reichlicher vorhanden als in den letzten 
(Tabelle III). Solange die aktive atherlésliche Fettkomponente noch 
nicht isoliert ist, kann nur so viel gesagt werden, daB unter den mit Ather- 
Alkohol extrahierbaren Stoffen, deren Konzentration proportional der 
Aktivitat der einzelnen Praparate ist, sich der aktive Stoff befindet und 
zwar auch im proportionalen Verhaltnis zu den unwirksamen. 


Zusammenfassung. 


1. Das Thrombin setzt sich aus einem EiweiBteil und einem in 
Ather léslichen NichteiweiBteil zusammen. 

2. Das Absorptionsspektrum im Ultraviolett eines stark an- 
gereicherten Thrombins hat eine Absorptionsbande bei 273 bis 278 my, 
wie man es auch bei normalem Blutserum findet. Charakteristisch fiir 


das Thrombinspektrum dagegen ist eine starke Absorption bei 255 my; 


wihrend das Blutserumspektrum hier ein Absorptionsminimum zeigt. 
Je aktiver das Thrombinpraparat ist, desto weniger ausgepragt ist das 
Absorptionsminimum bei 255 my. 
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3. Die atherlisliche Fettkomponente des Thrombins hat ihre 
stiirkste Absorption bei 250 bis 260 my. Dieses Gebiet deckt sich mit 
der charakteristischen Absorption des Thrombins. Denn je aktiver 
das ‘Thrombin ist, desto mehr wird das Absorptionsminimum des 
‘ThrombineiweiBes von dem Absorptionsmaximum der atherloslichen 
Komponente iiberlagert. Die Uberlagerung kann so weit gehen, dab 
eine zweite Absorptionsbande bei 255 my entsteht. 

4. Die GréBe der Absorption der atherléslichen Komponente ist 
proportional der Wirkung des Thrombins. 


Literatur. 


1) A. Fischer, diese Zeitschr. 264, 169, 1933. 2) Du Nowiy, P. u. 
M. Lecomte. C. r. des séances de l Académie des Sciences 194, 1815, 1932. 
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Uber die chemische Natur des Thrombins. 


Ill. Mitteilung: 
Die Kupplung der Thrombinkomponenten. 


Von 
Albert Fischer. 


(Aus dem biologischen Institut der Carlsberg Stiftung, Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 24. Juni 1933.) 


Wird eine stark wirksame Lésung von Thrombin in verdiinnter 
Salzsiure (n/100) mit Ather ausgeschiittelt, so gehen groBe Mengen 
von Fettstoffen in die Atherlésung. Gleichzeitig damit verliert die 
wiasserige Lésung zum gr6Bten Teil ihre Gerinnungswirkung. Nach 
Abdampfen des Athers bleibt ein fettartiger, manchmal éliger Riickstand 
von siiBlichem Geruch zuriick. Setzt man zu einem Muskelgewebe- 
extrakt das Dreifache seines Volumens an Aceton und 1laBt einige 
Stunden stehen, zentrifugiert die EiweiBkérper dann ab und lést sie 
in verdiinnter Salzsiure, dann ist die Gerinnungswirkung dieser Lésung 
sehr gering; meist ist die Lésung tiberhaupt ganz inaktiv. Nach Ab- 
dampfen des Acetons im Vakuum bleibt eine milchige Emulsion zuriick, 
welche die vorher in der Aceton-Wassermischung gelésten Fettstoffe mit 
Wasser bilden. Sie laBt sich noch durch weiteres Eindampfen einengen. 
Weder diese milchige Fettemulsion noch die Eiwei8e in saurer Lésung 
haben Gerinnungswirkung. Mischt man aber die EiweiBlésung mit der 
Fettemulsion und setzt diese Mischung dem Plasma zu, dann tritt Ge- 
rinnung nach kurzer Zeit ein. Ein Gerinnungsstoff laBt sich also wieder 
erzeugen durch eine Kupplung von zwei je fiir sich gerinnungsinaktiven 
Substanzen. Aus einem Versuchsbeispiel geht hervor, wie aus den zwei 
véllig inaktiven Komponenten ein gerinnungswirksamer Stoff durch 
Kupplung entsteht. 

Versuch S68, 


Als Eiweiikomponente wurde die neutrale Restlésung eines Hiihner- 
muskelextraktes verwendet. die nach voraufgegangener Saurefraktionierung 
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kein aktives Thrombin mehr enthielt. Die Fettkomponente wurde aus einem 
aktiven Muskelextrakt hergestellt. Zu l5icem Extrakt wurden 45 cem 
reines Aceton zugesetzt. Unmittelbar danach wurde das ausgefallte Eiweils 


durch Zentrifugieren entfernt. Die riickstandige Lésung wurde bis aut 
7.5cem im Vakuum eingeengt. Diese milchige Emulsion enthielt kein 
KiweiB. Biuretreaktion negativ. Die Gerinnungsprobe bei 39° mit den 


einzelnen Komponenten zeigte, da die Gerinnnng nach 40 Minuten noch 
nicht eingetreten war. 

Gleiche Teile der Komponenten wurden im Reagensglas gemischt 
und die Thrombineinheiten dieser Mischung bestimmt. 





Gerinnungszeit tin Sek, Gerinnungswert . EiweiB 
bei Konzentration u Ps ‘ 
nlaiehieessiedamaneatansal 1000-1000 konzentration 

' — Iinmg pro ecm 

c c/2 ty ty 


Einheiten Einheiten 
promg EiweiB pro 100 ecm 


370 485 0,6 6,56 6,12 835 


Es wurden also durch die Kupplung der beiden inaktiven Komponenten 
pro 100cem 8035 Thrombineinheiten gebildet. Die Kupplungsversuche 
wurden immer so ausgefiihrt, dai die beiden Komponenten vor Zusatz 
zum Plasma gemischt wurden. Setzt man namlich die Komponenten 
einzeln zum Plasma, dann tritt keine Kupplung und damit keine Wir- 
kung ein. 

Die entstandene wirksame Substanz nach Kupplung der beiden 
Komponenten scheint sehr labil zu sein. Nach 10 bis 20 Minuten bei 39° 
geht ihre Wirkung bedeutend zuriick. Vermutlich kommt das EiweiB 
mit der Fettemulsion leicht zur Ausflockung. 

Die Fettemulsion ist kochstabil. Mehrere Minuten Kochen ver- 
ringert nicht ihre Kupplungsfaihigkeit mit Eiweif. Dagegen ist 
diese Fahigkeit leicht zerstérbar durch Einwirkung von peroxyd- 
haltigem Ather oder durch Zusatz von kleinen Mengen Wasserstoff- 
superoxyd. 

Zunichst erscheint es zweifelhaft, ob der wirksame Stoff unter den 
fettigen Substanzen Kephalin ist, dessen Bedeutung fiir den Gerinnungs- 
vorgang schon Howell (1), Bordet (2) und andere betont haben. Denn 
Kephalin ist in Alkohol und Aceton unléslich, wahrend unsere wirksame 
Substanz gerade aus der Acetonlésung gewonnen wurde. Manches 
deutet aber doch darauf hin, daB es sich um Kephalin handeln kann. 
Die Léslichkeit von Kephalin in Aceton kénnte hier durch Beimengung 
von Fetten und anderen Lipoiden bedingt sein. Es wurde eine grob- 
orientierende Fraktionierung der in Acetonlésung enthaltenen Stoffe 
versucht. 


Versuch SS]. 


210 cem Hiihnermuskelgewebeextrakt, der etwa 2,.5°,, Eiweils enthielt, 


wurden 600cem reines Aceton zugesetzt. Das Ganze blieb 3 Tage stehen und 
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wurde dann filtriert. Das Aceton-Wassergemisch wurde bei 50°C im Vakuum 


auf 200cem eingeengt. Dieser Riickstand, gekuppelt an einen vollig e1 
schépften und inaktiven Muskelextrakt, brachte Plasma innerhalb 10 Mi 


nuten zum Gerinnen. Nach weiterem Einengen auf 50cem_ brachte 
die Emulsion wieder an Eiweib gekuppelt Plasma in 7 Minuten zum 
Gerinnen. Diese 50 cem Riickstand wurden mit reinem, peroxydfreien 


Ather ausgeschiittelt. Die Atherlésung wurde auf dem Wasserbad zu: 
Trockene eingedampft. Aus diesem Tockenriickstand wurde eine passend: 
Emulsion in Wasser hergestellt. Hierfiir haben wir immer folgendes Ver 
fahren angewendet: Eine Mischung von | Teil Wasser — 3 Teile Aceto: 
wurde dem Riickstand zugesetzt und auf dem Wasserbad abgedamptt 
bis eine acetontreie, wasserige Emulsion entstanden war. Diese Emulsion 
(etwa 4cem) mit EiweiB gekuppelt, brachte Plasma in 3! Minuten zum 
Gerinnen. Sie wurde weiter zur Trockene eingedampft und nach Ab 
kithlung teils mit kaltem, reinem Aceton und kaltem, absolutem Alkoho! 
extrahiert. Obwohl eine Menge von Fettstoffen in Aceton bzw. Alkoho! 
in Lésung ging, lieB sich mit dieser L6sung keine Wirkung erzeugen. Dagegen 
lieB sich eine Wirkung der im Alkohol bzw. Aceton unléslichen Stoffe nach- 
weisen. Diese haben mit Eiwei8 zusammen Plasma in etwa 4! , Minuten 
zur Gerinnung gebracht. Es stellte sich tatsachlich heraus, daB die Wirkung 
an die alkohol- und acetonunléslichen Stoffe gebunden ist. Ferner wurde 
festgestellt, da Kephalin aus Schweinehirn, an ein erschépftes inaktives 
MuskeleiweiB gekuppelt, sehr stark wirksam ist. Herr Dr. FE. Hecht hat 
in meinem Laboratorium aus Schweinehirn nach 6 Stunden Extrahieren 
mit Ather im So.zhletapparat Kephalin hergestellt, das er aus dem 
Atherextrakt mit Alkohol fallte. Eine diinne Emulsion in Wasser hat. 
an EiweiB gekuppelt, das Plasma in etwa 2 Minuten zur Gerinnung 
gebracht. 

Die Restlésung, d. h. der Riickstand der urspriinglichen 50 cem Fett- 
emulsion, nachdem diese mit reinem Ather ausgeschiittelt worden war. 
war ganz ohne Wirkung. Eiwei® war nicht vorhanden. Aus dieser Lésung 
schieden sich wie immer bei allen derartigen Versuchen groBe Mengen 
eines schén kristallisierten Stoffes aus. Dieser konnte nach mehrmaliger 
Umbkristallisierung aus Wasser als Kreatin identifiziert werden (Lé6slich- 
keit, Kristallform, Oxydation zum Kreatinin und N-Gehalt). 


1. 


Schittelt man ein wirksames Thrombin in saurer Lésung mit reinem 
Ather aus und dampft die abgetrennte Atherlésung zur Trockene ein. 
indem man einen kalten Luftstrom durch die Lésung blast, so kristalli- 
siert haufig ein Stoff aus, der in Ather, Chloroform, Ligroin, Benzol 
und Toluol leicht léslich ist, schwerer aber in Aceton und Alkohol. 
Diese Substanz lieB sich leicht aus Ligroin umkristallisieren. Sie 
kristallisiert aus Ligroin in Blattchen, aus Ather in stark lichtbrechenden 
Doppelpyramiden und Nadeln. Schmelzpunkt etwa 145°. Es ist ver- 
mutlich ein Sterin, verhalt sich aber nach der Salkowsky-Reaktion. 
ebenso wie nach der Liebermann- Burchard-Reaktion, nicht wie Chole- 


sterin. AuBerdem zeigen die Kristalle nicht die Form der Cholesterin- 
kristalle. 
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Eine Kupplung zwischen einer wiasserigen Emulsion dieses Stoffes 
iiber Aceton-Wasser hergestellt) und einem ThrombineiweifS ist nicht 
gelungen, ein Gerinnungsstoff konnte jedenfalls nicht erzeugt werden. 


» 
-e 


Die Wiederherstellung des aktiven ‘Thrombins aus den gekuppelten 
zwei inaktiven Komponenten hat nie so wirksame Praparate wie das 
urspriingliche Thrombin selbst gegeben. Die Kupplungsmethode ist 
aber jedenfalls so sicher und zuverlassig, daB eine Reindarstellung 
dieser Komponente in Angriff genommen werden kann. 

In der ersten Mitteilung (3) wurde berichtet, dal man durch 
Hitzekoagulation das wirksame hrombin aus dem Muskelgewebe- 
extrakt gewinnen kann. Hat man durch mehrmalige Saurefallung die 
aktiven Stoffe aus dem Extrakt entfernt, so kann man durch Erwarmen 
der Restlésung auf 50° C noch mehr Eiweif zur Fallung bringen. Dieses 
EiweiB hat dieselben Eigenschaften wie das Eiweif in den aktiven 
Fraktionen (isoelektrischer Punkt, Denaturierbarkeit, leichte Léslich- 
keit in Sdaure), nur ist es ganz gerinnungsunwirksam. Setzt man 
hierzu eine Emulsion von extrahiertem Fett aus dem aktiven Muskel- 
gewebesaft, so kuppeln sich diese beiden Substanzen und Gerinnungs- 
wirkung tritt ein (Versuch 905). Hieraus geht hervor, da} das Thrombin- 
eiweiB im Muskelextrakt wahrscheinlich in groBem Cherschu8 vorhanden 
ist, weil die Menge an Fettkomponenten nicht ausreicht, um die 
gesamte EiweiBmenge in ‘ihrombin tberzufiihren. Die Konzentration 
von Gerinnungsstoff in einem Muskelgewebeextrakt ist durch die Menge 
der wirksamen Fettkomponenten bestimmt. Aus den  Spektro- 
grammen (4) der aktiven und inaktiven Fraktionen des Muskelgewebe- 
saftes geht unmittelbar hervor, daB das Absorptionsspektrum des 
EiweiBes im Prinzip dasselbe ist, ob die Gerinnungswirkung groB oder 
klein ist. 

Einige Versuche wurden so angestellt, daB mehrere Fraktionen aus 
einem Muskelgewebeextrakt durch Saurefallung nach der Methode, die 
in der ersten Mitteilung beschrieben ist, isoliert wurden. Ein Teil dieser 
Fraktionen wurde mit Alkohol-Ather (1 + 3) extrahiert. Die Alkohol 
Atherextrakte wurden eingedampft und iiber Aceton in Wasser emulgiert. 
Das Volumen der Wasseremulsionen der Fraktionen wurde konstant 
gehalten um die Wirkung nach Kupplung mit inaktivem EiweiB direkt 
vergleichen zu kénnen. Ein anderer Teil der Fraktionen wurde fur die 
Bestimmung der ‘Thrombinmenge verwendet. Gleichzeitig wurde auch 
gravimetrisch die Menge der durch Alkohol-Ather extrahierten Stoffe 


bestimmt. ? F 
Versuche SS? bis 893. 


Aus drei Portionen von 50 cem Hiihnermuskelgewebeextrakt wurden 
je fiinf Fraktionen isoliert. 1. Durch | cem n 10 Salzsaure und | cem n 10 
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Natronlauge. 2. Aus der Restlésung von Fraktion 1 durch Zusatz von 
3cem n/10 Salzsdiure und 3cem n/10 Natronlauge. 3. Durch Zusatz von 
4cem n/10 Salzsiure und 4cem n 10 Natronlauge. 4. Durch Zusatz von 
4cem n 10 Salzsiure und 4cem n/10 Natronlauge. 5. Durch Zusatz von 
5cem n 10 Salzsiure und 5cem n/10 Natronlauge. 

Die erste Reihe wurde in tarierten Zentrifugenglasern zentrifugiert. 
die Bodensatze zuerst 24 Stunden im Exsikkator bei Zimmertempe- 
ratur und dann 1 Stunde bei 105°C getrocknet. Es wurde dann 
das Trockengewicht der Fraktion bestimmt. Darauf wurde die Fraktion 
mit Alkohol-Ather (1 + 3) gekocht und aus der Differenz der Gewichte voi 
und nach der Extraktion die Menge alkohol-atherléslicher Substanzen 
berechnet. In der Tabelle I sind die Werte aufgefiihrt. 


Tabelle I. 





—— — Putten ee pro 100 aw ad 
Nr. Trockenstoft 
1 30,8 12,3 66,4 
2 59,8 2.9 5,1 
3 36,5 1,5 4.0 
4 42.8 1,9 4,6 
5 39,8 1,0 2,5 


Weitaus die gréBte Menge Fettsubstanzen befindet sich in der 
ersten Fraktion, die Menge fallt dann mit den nachsten Fraktionen 
ab. Wenn man die Menge an Trockensubstanz und Fett pro Kubik- 
zentimeter Saure, die fiir die Fallung verwendet sind, umrechnet, 
ergibt sich ein regelmaBiges Abfallen der Menge in den spiteren Saure- 
zusitzen (Tabelle IT). 

Tabelle II. 





Fraktion Trockenstoff in mg Fettige Kérper in mg 
Nr. pro leem n/l0 HCl pro lcem n 10 HCl 
1 30,8 18,5 
2 19,9 1,7 
3 9,1 1,0 
4 8,5 0,92 
5 79 0,5 


Die zweite Reihe wurde fiir die Bestimmung der Thrombinmenge 
verwendet. Aus der Tabelle IIT gehen die Zahlen hervor. 


Die dritte Reihe wurde fiir die Herstellung der Fettfraktionen benutzt. 
Die Extraktion wurde, wie bei der ersten Reihe oben beschrieben, mit 
Alkohol-Ather (1 + 3) ausgefiihrt. Alle Extrakte wurden zur Trockene 
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eingedampft und durch Aceton-Wasser nach Abdampfung des Acetons als 
wasserige Emulsionen von gleichem Volumen hergestellt. Zu einer Rest- 
lésung aus Muskelgewebeextrakt ohne Gerinnungswirkung wurde die 
vleiche Menge der verschiedenen Fettemulsionen zugesetzt und die Crre- 
rinnungswirkung gepriift. In der letzten Kolonne der Tabelle ILL sind 
die Gerinnungszeiten angefiihrt. Infolge der energischen Extraktion und 
der angewandten kleinen Mengen sind die Gerinnungswirkungen nur gering. 
Man sieht jedenfalls einen Veclauf der Wirkung in der Weise, daB namilich 
diese am grOBten fiir die erste Fraktion, geringer fiir die zweite usw. ist. 
iibereinstimmend mit der relativen Wirksamkeit der einzelnen Fraktionen, 
wie aus Tabelle III zu ersehen ist. 


Tabelle IIT. 





Fraktion ¢ in Sek. 1000 1000 Eiweib- Gerinnungs-  Gerinnungszeit 
“ae 1-4 Po _ konzentration einheiten pro ¢ in Sek. nach 
Nr. verdiinat verdénst f 2 in mg-°/9 mg Eiweii Kupplung 
1 117 175 2.8 69,2 533.3 840 
2 110 160 2,9 115,0 290.0 1140 
3 225 387 1,8 - — 2280 
+ 442 650 0.8 54,7 200 1449 
5 652 * 810 0,3 25,0 75 ~ 


* Konzentriert. 

3. 

In der ersten Mitteilung (3) ist iiber die Wirkung des Heparins auf 
das durch Saure und das durch Hitze gefallte EiweiB berichtet. Gegen- 
iiber diesen angereicherten Thrombinlésungen ist die Wirkung des 
Heparins verschwindend gering im Vergleich zu seiner Wirkung gegen- 
liber dem Gerinnungsstoff im genuinen Muskelextrakt. Aus diesem 
Grunde vermuten wir, daB der Gerinnungsstoff nach der Saure- und 
Hitzedenaturierung in anderer Form vorliegt als im genuinen Muskel- 
saft, vielleicht in der Weise, daB die Bindung zwischen Lipoid und 
EiweiB eine andere ist. Die genuine Form kénnte sich von der 
denaturierten Modifikation dadurch unterscheiden, da die Eiweib- 
komponente mehr disponible Gruppen fiir die Bindung mit Heparin 
besitzt. 

Die gekuppelte Verbindung aus den Komponenten Lipoid und 
EiweiB verhalten sich genau wie die aus genuinem Muskelgewebe- 
extrakt, indem Heparin auBerordentlich wirksam auf diese Verbindung ist. 
Denaturiert man mit etwas Saéure und neutralisiert sofort, so bekommt 
man aus der gekuppelten Verbindung wieder die heparinunempfindliche 
Modifikation. Als Beispiel soll ein Versuch hier angeftihrt werden. 
Die Gerinnungszeit ist hier, wie bei allen Messungen iiberhaupt, als 


Mittelwert aus mindestens drei gleichen Bestimmungen angegeben. 
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Plasma gerinut 


in ¢ Sek. 

Gerinnungsstoff (durch Kupplung erhalten). . . : 347 
Gerinnungsstoff (durch Kupplung erhalten) + Salzsiiure und 

re II 6c. he) Gh ae SS 1a eS oS Rw 255 


Dieser Versuch zeigt schon eine Beschleunigung der Gerinnungs 
zeit nach der Saéurebehandlung. Die Beschleunigung kommt daher, da{; 
die Verbindung jetzt gegeniiber der geringen Menge Heparin, die im 
Plasma normalerweise vorhanden, unempfindlich ist. Setzt man 
auBerdem dem Plasma Heparin zu, so ist die Wirkung noch deutlicher 





Plasma gerinnt 


int Se 
Gerinnungsstoff (durch Kupplung erhalten) + 10 mg-®/oige 
Heparinlésung . . 622 
Gerinnungsstott (dure h- Kupplung erhalten) dl 10 mg-° D/sige 
Heparinlésung + Saure und neutralisiert. ....... 400 
4. 


Wiirde man die Komponente des Gerinnungsstoffes in Beziehung 
zu der iiblichen Nomenklatur bringen, so miiBte man den extrahierbaren 
Teil der Gerinnungskérper als Thrombokinase oder Cytozym und den 
EiweiBteil als Prothrombin betrachten. Die Verbindung dieser beiden 
Substanzen ist das Thrombin, ein Lipoproteid, dessen prosthetische 
Gruppe das Lipoid ist. Dieses Lipoproteid enthalt Calcium gebunden. 
Nun ist es indessen eine Frage, ob das Thrombin in zwei Modifikationen 
vorkommt, als eine heparinempfindliche und eine heparinunempfind- 
liche. Oder soll die heparinunempfindliche als das echte Thrombin 
und die andere als die nebeneinander getrennt vorliegenden Komponenten 
des 'Thrombins aufgefaBt werden? Etwas ist sicher, niémlich, daB in 
den Gewebesiften alles vorhanden ist, was fiir die Auslésung der Ge- 
rinnung von Blutplasma nétig ist. 

Die Aufklarung des ganzen Gerinnungsprozesses in seinen einzelnen 
Phasen ist nihergeriickt, indem es jetzt méglich ist, quantitativ mit 
den Komponenten einzeln zu arbeiten. 


Zusammenfassung, 
1. Das Thrombin ist ein calciumhaltiges Lipoproteid, dessen 
einzelne Komponenten isoliert untersucht werden kénnen. 
Die prosthetische Gruppe des Thrombins ist vermutlich Kephalin. 


3. Sowohl Kephalin als auch der aus dem wirksamen Thrombin 
durch Alkohol-Ather extrahierte Koérper lassen sich wieder an das 
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inaktive ThrombineiweiB zum aktiven Thrombin kuppeln. Weder 
der extrahierbare Kérper aus Thrombin noch das ‘hrombineiweib 
ein sind imstande die Gerinnung eines Plasmas einzuleiten. 

4. Das gekuppelte Produkt ist gegeniiber Heparin auBerst emp- 
findlich: es geht aber nach kurzdauernder Siureeinwirkung in eine 
heparinunempfindliche Modifikation tuber. 

5. Die Menge an wirksamem Lipoid, das aus verschiedenen Thrombin- 
priparaten sich extrahieren lat, geht mit der Aktivitat der Wirksamkeit 
der Thrombinpraparate parallel. 


Literatur. 
1) W.H. Howell, Amer. J. of Physiol. 31, 1, 1912. 2) J. Bordet u. 
L. Delange, Arch. ft. exper. Pathol. 71, 295, 1913. 3) A. Fischer, diese 


Zeitschr. 264, 169, 1933. — 4) Derselbe, ebenda 264, 178, 1933. 
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Sistoamylase in Malzen 
verschiedener Gedreidearten und ihr wirklicher Amylasegehalt. 


Von 


T. Chrzaszez und J. Janicki. 


(Aus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Technologie der Universitat in 
Poznan mit Unterstiitzung durch die Naukowa Organizacja Gorzelnictwa. 


(Eingegangen am 26. Juni 1933.) 


In friiheren Untersuchungen weisen wir nach, daB sich in den 
Keimlingen des Buchweizenmalzes Sistoamylase anhauft, welche, wie 
wir feststellen konnten, die Inaktivierung der Malzamylase hervorruft!. 
Weitere Untersuchungen zeigten dann, daB es auch solche Substanzen 
gibt, von uns Eleutosubstanzen genannt, welche der Sistoamylase 
entgegenwirken, indem sie deren inaktivierenden EinfluB ausschalten, 
so daB die Amylase ungehindert ihre starkeabbauende Tatigkeit durch 
ihre drei Funktionen, und zwar die verfliissigende, dextrinierende und 
verzuckernde, ausiiben kann?. CUberlegungen, zu denen diese Unter 
suchungen fiihren, weisen darauf hin, daB das Auftreten der Sisto- 
amylase in Buchweizenkeimlingen entweder eine Ausnahmeerscheinung 
ist, die lediglich auf diesen einen Fall begrenzt ist, oder das die Sisto- 
amylase hiufig vorkommt und mit der Amylasebildung eng zusammen- 
hingt. Wenn letzteres der Fall ist, miiBte auch die Eleutoamylase sich 
gleich haufig bilden, denn sonst wiirde die Amylase ihre Wirkung nicht 
austiben kénnen. Durch die Feststellung der Tatsache, dai Pepton 
siccum sine sale und Pepton-Witte solche Eleutosubstanzen enthalten., 
hatten wir ein empfindliches Mittel zur Verfiigung, mit Hilfe dessen 
die Anwesenheit von Sistoamylase festgestellt werden konnte. Dank 
dieser Substanz konnte jetzt der Reihe nach festgestellt werden, ob die 
Sistoamylasesubstanzen in Malzen verschiedener Getreidearten  vor- 
kommen, und wenn dies der Fall ist, in welchen Mengen sie vorhanden 
sind? Mit diesen Fragen haben wir uns in vorliegender Abhandlung 
heschaftigt. 


1 T. Chrzaszez u. J. Janicki, diese Zeitschr. 260, 355, 1933. 
2 Dieselben, ebenda, im Druck 1933. 
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Experimenteller Teil. 


Als Untersuchungsmaterial wurden verwendet : 

1. Die Malze aus verschiedenen Getreidearten, und zwar: Gerste 
drei Arten), Weizen, Mais-Gelb, Mais-Pferdezahn, Roggen. Hafer, Hirse 
und Buchweizen, die in der Malzerei unseres Instituts durch 9- bis 21] tagiges 
Keimen bei 10 bis 12°C erhalten und bei 30 bis 35°C im Faust-Heim- 
Abdampfapparat getrocknet wurden. 

2. Gerstenbrauereimalz fiir helles Bier und drei 1I8tagige Gersten 
griinmalze. 

3. Pepton siccum sine sale. 

Die Ausziige wurden aus den oben erwahnten Getreidemalzarten durch 
einstiindiges Schiitteln mit Wasser in einem Schiittelapparat (60 Um- 
drehungen in 1 Minute) hergestellt, und nach Filtrierung sofort ihre amylo- 
lytische Kraft, und zwar die verzuckernde, dextrinierende und verfliissigende 
Kraft bestimmt. Uber die Einzelheiten der Ausfiihrung der Bestimmung 
sei auf die vorhergehenden Abhandlungen hingewiesen!. In den Orientierungs- 
untersuchungen wurde das Starkeverfliissigungsvermégen der Amylase 
nach der Methode von Chrzqszcz bestimmt *. 

Um nachzuweisen, ob die Sistoamylase tiberhaupt in dem Gerstenmalz 
vorkommt, stellten wir zunachst folgende Orientierungsuntersuchungen an. 

Aus zwei |I8tagigen Gerstenbrennereigriinmalzen ,,A‘ und .,B* und 


einem Gerstenbrauereimalz ,,C*‘ wurden folgende Ausziige hergestellt : 


A,. 25g MalzA in 500 cem Wasser 
A, 25¢ ., A+ 5g Pepton ,. 500 ,, a 
B,. 25g .. B » 600 ,, + 
B,. 25g . B+ 5g Pepton ., 500 ,, - 
cS me . © . 500 ,, a 
C, 10g . C + 5g Pepton ,, 500 ,, - 


Nach einstiindigem Schiitteln wurden die Ausziige filtriert und das 
Starkeverfliissigungsvermégen nach der Methode von Chrzqszez bestimmt. 


Tabelle I. 


Sistoamylase im Gerstenmalz. 





Auszug lg Malz verfliissigt Vergriiberung der 
Nr. Starke in g Verfliissigungskraft um 
Ay 10.5 
A» 22,2 111,5% 

B, 11,7 
Ba 25.0 113.7% 
C, 71.4 
Co 166.7 133.4 % 


Aus den obigen Zahlen sieht man, daB in den verwendeten Malzen 
sogar sehr groBe Mengen von Sistoamylase enthalten sind, weil Pepton auch 
hier als Eleutoamylase tatig ist, indem es die Bindung der schor © vildeten 
Amylase wahrend der Herstellung des Wasserauszuges verhindert. 


1 T. Chrzqszcz u. J. Janicki, 1. ¢. 
2 7. Chrzqaszcz, diese Zeitschr. 242, 130, 1931; 7. Chrzaszcz u. J. Janichi, 
ebenda 256, 252, 1932. 
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Zwecks Feststellung, wieviel Pepton nétig ist, um die ganze Menge det 
Sistoamylase des Malzes auszuschalten, wurden zu mehreren 1° igen Ausziigen 
eines elftagigen Gerstenmalzes vor dem Schiitteln mit Wasser steigende 
Mengen von Pepton zugegeben und nach dem Filtrieren auf iibliche Weis: 
die amylolytische Kraft bestimmt. 


Tabelle II. 
Der EinfluB verschiedener Peptonmengen auf die amylolytische 
Kraft des Gerstenmalzauszuges. 





Dextrinierende Kraft: Veriinderung Verfliissigungs- 
: gs 











der blauen we Starke durch kraft nach 
. Verzuckernde on Lintner-Sollied 
0 alzauszug 
1%o Malzauszug Kraft ‘cde | alien | mali (1g Malz ver- 
ee | eens | _etiee | Gaeeis Mitehe 
eem n/20 J erfolgte nach Minuten m 8) 
Ohne Pepton. . 12,8 20 32 150 58,8 
+ 0,25 ¢ Pepton 21,2 10 12 104 182,0 
+ 0,5 ¢ > 23,6 8 10 40 286.0 
ime |. 93.65 8 10 36 286.0 
+1,5¢ m 23.4 8 10 36 286 ,0 
+20g¢ , 23.4 4 10 36 286.0 


Man sieht also, daB die Zugabe von | g Pepton zu 1 g Gerstenmalz in 
100 cem Wasser vollstandig geniigt, um einen Auszug mit gréRter amylo- 
lytischer Kraft zu erhalten. Diese Menge schaltet also die ganze Menge 
der in dem Gerstenmalz enthaltenen Sistoamylase vollstandig aus. 

Weiter sollte festgelegt werden, wie sich die einzelnen Funktionen und 
zwar die verzuckernde, dextrinierende und verfliissigende Kraft der durch 
Pepton frei gelegten Amylase verhalten. Dazu wurden drei 18tagige Gersten- 
griimmalze verwendet, aus welchen je zwei 2°,ige wasserige Ausziige in 
solcher Weise hergestellt wurden, da zu dem einen vor dem Schiitteln mit 
Wasser Pepton zugegeben wurde und zu dem anderen nicht. Nach dem 
Filtrieren wurden sie sofort untersucht und die erhaltenen Resultate in 
der Tabelle [IL zusammengestellt. 


Tabelle ILI. 


Sistoamylase im Gerstengriinmalz. 





Verfliissigungs- 

re , kraft nach 
de srende Kraft: . 
Dextrinierende Kraft Lintner-Sollied 


er mke » = ’ 
Verzuc kernde Veriinderung der blauen Farbe 





Kraft der Starke dureh Jod in } EB eg Rr 
2°, Auszug in g) 
et ze | jrot- int Er- 
aise J hébung fics ected Maine 8ec = héhung hohung 
_ erfolgt nach Minuten _— _ 
A ohne Pepton 26,7 8 12 44 125,0 
A mit fe 30,7 | 15,0% 6 10 30 47% 200.0 60° 
B ohne < 39,3 9 14 56 142.9 
B mit a 36,2 195°, 5 12 27 107°, 250.0 75°, 
K ohne ‘ 20.7 14 22 76 62,5 


K mit - 26.2 | 26,5% 6 9 28 (171°  250,0 | 300% 
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Sistoamylase in Malzen verschiedener Getreidearten. 195 


Aus obigen Untersuchungen geht hervor, dali sich in den Crersten- 
malzen neben der Amylase auch Sistoamylase bildet, die bei der Her- 
stellung der wiisserigen Ausziige einen groBben Teil der Amylase bindet 
und dadurch inaktiviert Dieser Sistoamylase kénnen gewisse Eiweils- 
abbauprodukte in Form von Pepton entgegenwirken, so dai nur bei Gegen- 
wart geniigender Mengen von Pepton die ganze schon gebildete Amylase 
in den Auszug tibergeht und ihre Wirkung in voller Kraft ausiiben kann. 

Selbst bei gleich hergestellten und gleich aussehenden Malzen aus 
verschiedenen Gerstenarten zeigen die Mengen der Sistoamylase bzw. det 
durch Eleutosubstanzen frei gelegten Amylase groBe Abweichungen. Es 
muB hervorgehoben werden, da auch die einzelnen Funktionen der frei- 
gelegten Amylase sich verschieden darstellen. lm allgemeinen sieht man, 
dai von denjenigen Malzen, welche eine schwiachere diastatische Kraft 
besitzen, bei Zugabe von Pepton prozentual mehr Amylase frei gelegt 
wird als bei denjenigen, welche gréBere amylolytische Kraft erkennen 
lassen. Die verzuckernde Kraft wird im Vergleich mit den Ausziigen, 
welche ohne Peptonzugabe hergestellt werden. bei den hier in Frage 
kommenden 2°,, Griinmalzen um 15 bis 26.5°,, vergr6Bert. Die Reihenfolge 
der Malze, nach der Gr6éBe der verzuckernden Kraft geordnet, bleibt auch 
nach Zugabe von Pepton dieselbe. 

Die dextrinierende und verfliissigende Kraft wird in viel gréS8erem 


MaBe erhéht, und zwar die dextrinierende Kraft um 47 bis 172°, und die 
starkeverfliissigende Kraft um 60 bis 300°. Die Zunahme dieser Krafte 


ist keine gleiche und zeigt auch keine RegelmaBigkeit., so dali die Reihen- 
folge der Malze, nach diesen (Kraften) Funktionen geordnet, nach Pepton- 
zugabe eine ganz andere ist als ohne dieses, also anders wie bei der 
verzuckernden Kraft. 

Die gefundenen Tatsachen erwecken den FEindruck, als ob hier die 
Sistoamylase vor allem die starkeverfliissigende und dextrinierende Wraft 
bindet und als ob Pepton die einzelnen Funktionen so freilegt, dat} nicht 
jede in vollem Mate zur Wirkung gelangt. 

Dieses besondere Verhalten der einzelnen Funktionen der amvlolytischen 
Kraft von Griinmalzen mit und ohne Peptonzugabe lie die Frage ent- 
stehen, wie sich die Funktionen solcher Malze verhalten werden, die bei 
niedriger Temperatur getrocknet wurden. Zu dieser Untersuchung nahmen 
wit Malz .,.B“ und .,.K* der Tabelle III, trockneten diese im Fanst-Heim- 
Abdamptapparat bei 30 bis 35°C und stellten folgende Ausziige her: 


B,. Lge Malz B in 100 cem Wasser 
. lg ,», B+ 1g Pepton ,, 100 ,, - 
ate + & » 100° 5, ‘ 
K, lg ., K+ 1g Pepton ,, 100 ,, * 


Nach einstiindigem Schiitteln und Filtrieren wurde die amylolytische 
Kraft bestimmt. 

Die Reihenfolge der Malze, nach der GréBe der amylolytischen WKrafi 
geordnet. bleibt auch nach dem Trocknen dieselbe. Wird aber Pepton 
hinzugesetzt, so andert sie sich. Gleichzeitig kann festgestellt werden, dal 
die Menge der gebundenen Amylase (bzw. die Menge der Sistoamylase), 
und zwar hauptsachlich die verfliissigende Kraft infolge solcher Trocknung. 
steigt. Wenn das Starkeverfliissigungsvermégen der Griinmalze und der 
getrockneten Malze verglichen wird. so sieht man eine sehr grobe Zunahme 
dieser Kraft in dem getrockneten Malz. welche nach Peptonzugabe noch 
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Tabelle IV. 


Sistoamvlase in bei niedriger Temperatur getrockneten Gersten- 
brennereimalzen. 





Vertliissigungskraft 


le es . Dextrinierende Kraft: bape iene 
—— Veriinderung der blauen Farbe een 
ss der Sturke durch Jod in ait Bygone 
on Stirke in g) 
> blau- rot- : ™ 
cem i _ . Violett braun farblos , wi . Erhihung 
n20g  Bohung ___ vjhung oi 
Nr. oe erfolgte nach Minuten = 
B, 25,3 8 13 60 400 
B, 33,5 324°, 2 8 224 150% 1000 150°, 
K, 14.4 4 | 4 | «80 143 
Ky 26,2 | 82,0% 6 5 28 186% 500 250 % 


viel mehr gesteigert wird. Im Zusammenhang mit obigen Zahlen sei an die 
in der Brennereipraxis schon lange bekannte Tatsache erinnert, da ab- 
gewelktes Malz eine bessere amylolytische Wirkung besitzt. Obige Zahlen 
bewiesen, daB diese Beobachtungen richtig waren, und zwar dal} es sich 
hier um die Steigerung der starkeverfliissigenden Kraft handelt. 

Nachdem festgestellt war, da Sistoamylase in groBen Mengen in dem 
Gerstenmalz vorkommt. wurde die Frage aktuell, ob diese Substanz auch 
in Malzen anderer Getreidearten vorkommt bzw. in welchen Mengen. 
Wir nahmen zu unseren Untersuchungen 10- bis 21tagige Malze. aus welchen 
je zwei 1° ige Ausziige hergestellt wurden (mit und ohne Peptonzugahe 
auf 100cem Wasser 1g Pepton). Aus den Buchweizenmalzen wurden 
wegen deren schwacher amylolytischer Wirkung 5°,ige Ausziige hergestellt 
und zu einem von diesen 5g Pepton hinzugegeben. Nach einstiindigem 
Schiitteln und Filtrieren wurde die amylolytische Kratt bestimmt. 

Aus den Untersuchungen der Tabelle V geht hervor, daB alle Malzarten 
Sistosubstanzen enthalten, jedoch in sehr verschiedenen Mengen. Man kann 
die Malze aus verschiedenen Getreidearten je nach ihrem Sistosubstanz- 
gehalt in folgende drei Gruppen einteilen: 

1. Zu der ersten Gruppe gehéren Malze, welche sehr viel Sistoamy!ase 
enthalten und zwar Buchweizen- und Gerstenmalze. Die Buchweizen- 
malze enthalten sogar soviel Sistosubstanz, daB diese fast die ganze Menge 
der Amylase des Buchweizenmalzes bindet und da®B infolgedessen der Auszug 
aus diesem Malz fast keine amylolytische Kraft aufweist. Die Gerstenmalze 
enthalten auch sehr viel Sistoamylase, aber weniger als Buchweizenmalze. 
Jedenfalls ist die Menge der Sistoamylase in dem Gerstenmalz so grof. 
daB bei Herstellung von 1° igen wasserigen Ausziigen etwa '/, bis ?/, der 
schon gebildeten Amylase gebunden wird. 

2. Zu dieser Gruppe gehéren die Malze, welche noch ziemlich bedeutende 
Mengen der Sistosubstanz enthalten. Hierher gehéren die Roggen- und 
Weizenmalze, bei welchen bei 1°,igen Malzausziigen etwa ' |, der gebildeten 
Amylase durch Sistoamylase gebunden und inaktiviert wird. 

3. Zu der letzten Gruppe gehéren die Malze mit sehr kleinen Mengen 
von Sistosubstanz, und zwar die Malze der Hirse. des Hafers, des Maises- 
Pferdezahn und des Maises-Gelb. Die Menge der Sistoamylase ist hier so 
klein, daB diese bei der verzuckernden Kraft kaum zur Geltung kommt. 








Tabelle V. 
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dageyen ist ihre Wirkung bei der verfliissigenden und dextrinierenden Kratt 
eine deutliche. Bei der Bestimmung der dextrinierenden Kraft (Achroo- 
stadium) kommt oft eine schwach  griinliche, manchmal sogar eine 
deutliche griine Farbe zum Vorschein, besonders bei dem Hafer und der Hirse. 

Es soll hier darauf aufmerksam gemacht werden, daB ein langeres als 
einstiindiges Schiitteln der Malze mit Wasser bei der Herstellung der 1 °,igen 
Ausziige keine weiteren Mengen von Amylase in Lésung bringt, wie wit 
in Tabelle VI zeigen. ja sogar eine Abschwachung der amylolytischen 
Kraft der schon in Lésung gegangenen Amylase zur Folge hat. 

Auch hier sieht man, daB die drei Funktionen der Amylase aus ver- 
schiedenen Malzen nicht zueinander proportional sind und dali die durch 
Pepton frei gelegte Amylase bei den einzelnen Malzen kein regulares Ver- 
haltnis zur Gesamtamylase im gegebenen Malz erkennen laBt. 

Aus unseren friiheren Untersuchungen geht hervor', daB die Sisto- 
substanz des Buchweizenmalzes die Amylase des Gerstenmalzes inaktiviert, 
daB ferner Pepton dieser Inaktivierung entgegenwirken und die schon an 
Nistoamylase gebundene Amylase reaktivieren kann. 

Es blieb also zu untersuchen, ob sich die Sistoamylase des Cersten- 
malzes dem Pepton gegeniiber ahnlich verhalten wird. Um diese Frage 
zu lésen, stellten wir aus neuntaégigem Maiz folgende Ausziige her. 


1. 1 g Gerstenmalz in 100 cem Wasser geschiittelt 1 Stunde 
2.1l¢g - . 100. ., - i. 2 Stunden 
3.12 ea . lOO. ,, ie - 4 s 
4.1lg 9 + 1g Pepton ,, 100. ,, 7 és 1 Stunde 
5. lg a Te 4 . 100. ,, = wy 2 Stunden 
6.1¢g - + lg vs » 00 . “ Ps 4 ‘ 

7. wie bei 1. nach 1 Stunde + I g Pepton und weiter geschiittelt 1 Stunde 
a a ee wr a +Ig on ‘a ee - 2 Stunden 
ee we SS asi lg ‘ a oe me 3 os 


Tabelle VI. 


Der EinfluB des Schittelns auf die Amylase des Gerstenmalz- 
auszuges bei An- und Abwesenheit von Pepton. 





Dextrinierende Kraft: Verinderung Verfliissigungs- 








der blauen Farbe der Starke durch kraft nach 
Ms 4 Verzuckernde Jod in Lintner-Sollied 
Malzauszug Kraft ro TS poor. ae em mete = (1g Malz ver- 
| eee | See | Saas Sitehe 
Nr. cem n/20 J erfolgte nach Minuten 8 
1 6.5 20 44 96 77,0 
2 6,6 18 40 92 71,0 
3 24 24 80 152 66.7 
4 16,7 6 12 44 259.9 
5 16,2 6 12 38 250.9 
6 16,7 6 12 46 250,0 
7 9.3 7 16 44 250.0 
8 9,9 7 16 44 250.0 
9 10,4 7 16 44 250,0 


1 7. Chrzaszez u. J. Janicki, diese Zeitschr. im Druck, 1935. 
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Bei der Herstellung der 1° igen Ausziige ohne Peptonzugabe wird ein 
Teil der Amylase durch die in dem Gerstenmalz enthaltene Sistoamylase 
gebunden und dadurch inaktiviert. Langeres als einstiindiges Schiitteln 
des 1° igen Malzes mit Wasser vergréBert nicht die Amylasenmenge des 
Auszuges, im Gegenteil wird die schon in’ Lésung befindliche Amylase 
und vor allem die verzuckernde Kraft durch Schiitteln ziemlich stark 
inaktiviert. 

Dab es sich hier wirklich um die Inaktivierung der Amylase durch die 
in dem Gerstenmalz enthaltene Sistosubstanz handelt, geht aus den Aus- 
ziigen Nr. 4 bis 6 hervor. bei welchen gleichzeitig mit dem Malz Pepton 
zugesetzt wurde, welches die Wirkung der Sistosubstanz des Crerstenmalzes 
ausschaltete. Endlich kann Pepton die schon durch die Sistosubstanz des 
Gerstenmalzes gebundene Amylase frei legen und dadurch aktiv machen, 
wie aus der amylolytischen Kraft der Ausziige Nr. 7 bis % hervorgeht, bei 
welchen Pepton zu dem nichtfiltrierten Malzauszug nach einstiindigem 
Schiitteln des Malzes mit Wasser zugesetzt war (also schon nach der teil- 
weisen Bindung der in dem Malz vorhandenen Amylase an die Sistosubstanz 
des Gerstenmalzes). Die Freilegung geht parallel zu der Zeit der Einwirkung 
des Peptons vor sich. 

Aus obigen Zahlen geht weiter hervor, daB durch Peptonzugabe von 
der an die Sistosubstanz gebundenen Amylase vor allem die stirke- 
verfliissigende Kraft freigelegt wird. Schon nach einstiindiger Einwirkung 
des Peptons wird die ganze stirkevertliissigende und dextrinierende Kraft 
freigelegt, die verzuckernde Kratt dagegen stufenweise. 

Das Maismalz enthalt, wie aus Tabelle V hervorgeht, nur wenig Nisto- 
substanz, und es war deshalb interessant, festzustellen, ob die amylolytische 
Kraft eines aus diesem Malz hergoestellten Auszuges wihrend des Schiittelns 
inaktiviert wird. Es wurden die Untersuchungen wie bei der Tabelle V1 
mit dem Maismalz wiederholt. 


Tabelle VIT. 
Der Einflu®B des Schiittelns auf die Amylase des Maismalz- 
auszuges bei An- und Abwesenheit von Pepton. 





Dextrinierende Kraft: Verinderung der 
blauen Farbe der Starke durch Jod in Vertliissigungskraft 


Malz- Verzuckernde jit a a te : nach LintnerSollied 
af |) Lh nL S| oe 

Nr. eem n 20 J erfolgt nach Minuten xs . 

1 3,4 23 42 210 102 

2 3,3 23 42 210] | 102 

3 3,3 23 42 2101 = 102 

4 3,4 22 42 210] — 120 

5 3,3 22 42 210; = 120 

6 3.4 29 42 210] = 120 

7 3,4 24 42 2100} 120 

8 3.2 24 42 210} = 120 

9 3,3 24 42 210 120 
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Die erhaltenen Resultate zeigten, daB Maismalzausziige wahrend des 
Schiittelns nicht abgeschwacht werden. Es scheint demnach, da®B das 
Schiitteln die Amylase der Malzausziige nur dann schadigt, wenn Sisto- 
substanz vorhanden ist, was im Gegensatz zum (Gerstenmalz bei dem 
Maismalz nicht der Fall ist. 

Die Bestimmung der amylolytischen Kraft der 1°,igen Gerstenmalz- 
ausziige lie}, wie aus der Tabelle I bis VI hervorgeht, erkennen, daB nicht 
nur die Menge der in Lésung iibergehenden und der durch die Sistosubstanz 
des Malzes gebundenen Amylase in den einzelnen Malzen verschieden ist. 
sondern zeigte auBerdem noch, dab das gegenseitige Verhaltnis der einzelnen 
amylolytischen Krafte sich verschieden gestaltet. Schon friiher konnte 
einer von uns darauf hinweisen!, daB es beziiglich der amylolytischen Kraft 
der Malze nicht gleichgiiltig ist, von welcher Konzentration bei der Her- 
stellung der Ausziige aus den Untersuchungsmaterialien ausgegangen wird. 
Es war deshalb naheliegend festzustellen, welche Amylasemenge sich aut 
Grund der Einwirkung von Sisto- und Eleutosubstanzen nachweisen lassen 
werden, wenn aus den bei niedriger Temperatur getrockneten Malzen 
Ausziige von verschiedener Konzentration hergestellt werden. 

Zu diesen Untersuchungen wurde neuntagiges Gerstenmalz verwendet. 
aus welchem Ausziige verschiedener Konzentration mit und ohne Pepton 
zugabe hergestellt werden. Die konzentrierten Malzausziige werden erst 
nach dem Abfiltrieren auf eine 1°,ige Lésung verdiinnt und ihre arnylo- 


lytische Kraft in Tabelle VIII zusammengestellt. Die Ausziige waren 
folgende: 

Auszug Nr. 1. 1g Gerstenmalz + 100 ccm Wasser. . . 2... = 1%, 
5 » 2. Ig Gerstenmalz + 1g Pepton + 100 ccm Wasser = 1°, 
si » 3. 2g Gerstenmalz + 100 cem Wasser, 50 ccm auf 

Soo Gta POPES. ws kts eww es EG 
% » 4. 2g Gerstenmalz + 2g Pepton + 100cem Wasser, 

50 cem auf 100 cem verdiinnt. ....... 1% 
ie . 5. 4g Gerstenmalz + 100 cem Wasser, 25 cem auf 

BOO Geom wWertuamms 2... ws te vets tc BLY 
* » 6. 4g Gerstenmalz + 4g Pepton + 100cem Wasser, 

25 ccm auf 100 ecem verdiinnt. . . . . . 1... = 1 
re , 7. 6g Gerstenmalz + 100 cem Wasser, 16,6 cem 

aut 100 :com werdimmt « ..154.6.6555-22=2!19 
“ » $8. 6g Gerstenmalz + 5g Pepton + 100ccm Wasser, 

16,6 cem auf 100 cem verdiinnt ....... cm ™% 
4 » 9 8g Gerstenmalz + 100 cem Wasser, 12.5 cem 

aut 3O000m verdG@mmt . 2.1 6 ss sees by 
‘ .» 10. 8g Gerstenmalz + 5g Pepton + 100cem Wasser, 

12,5cem auf 100 ccm verdiinnt .......=1% 
re » ll. 10g Gerstenmalz + 100cem Wasser, 10cem auf, 

oe a > 


es . 12. 10g Gerstenmalz + 5g Pepton + 100 ccm Wasser, 
10cem auf 100cem verdiinnt ........ :% 


1 T. Chrzqszcz, diese Zeitschr. 242, 130, 1931; 7. Chrzaszcz u. S. Pierbviek, 
Zeitschr. f. Spiritusindustrie 33, 66, 1910. 
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Tabelle VIII. 
Die Abhangigkeit der aus Gerstenmalz in Lésung tibergehenden 
Amvlasemenge von der Konzentration der Malzausziige. 








Dextrinierende Kraft Verfliissigungskraft nach 

Verzuckernde Kraft Veriinderung der blauen Farbe Lintner-Sollied (ig Malz 

der Stirke durch Jod in verfliissigt Stirke in g 

farblos, 

erfolgt nach - © 

Aus- Minuten cS 

zug = "Pa gee as =e 

cem Zu- = = 5 Zu- r 3 

n20J  nahme o > nahme #€ 

= Fs EA xe 

= = << 

Nr. 0 0 0; ( 0 

1 8,0 45.5 45 150 32,0 58.8 29,4 

2 17,6 129,0 100 14 48 213 «100 200 241 100 
3 12.2 70.0 30 132 36.4 62.5 31,3 

4 17,4 426 99 14 45 175 =100 200 220 100 
5 14,2 89,7 23 116 41,4 67 33,5 

6 17,6 23,9 100 14 45 142 100 200 199 10) 
7 16,9 90,9 21 96 59.0 83 41.5 

8 17,6 10,0 100 14 48 109 100 200 141 190 
9 16,0 90,9 19 84 57,1 100 50,0 

10 17,6 10,0 100 14 48 75 =6100 182 $2 91 
11 15,8 99,0 18 80 60.0 10) 50.0 

12 17,7 | 12,0; 100 14 45 67 100 182 $2 91 


Obige Untersuchungen zeigen demnach, daB die in Losung tber- 
gehende Amylasemenge bzw. die Wirkung der einzelnen Funktionen der 
Amylase in 1°,igen Ausziigen von der Ausgangskonzentration des Malz- 
auszuges stark abhangig ist. 

Es sei schon hier darauf aufmerksam gemacht, worauf spéter noch 
besonders hingewiesen wird, daB die nach dem Abfiltrieren verdiinnten 
Lésungen eine ganz andere amylolytische Kraft besitzen als die vor dem 
Abfiltrieren verdiinnten. 

Aus den in obiger Tabelle zusammengestellten Resultaten geht die 
interessante Tatsache hervor, da®, je gréBer die Konzentration der Malz- 
ausziige war, in den Grenzen von | bis 10°,,, die aus diesen Ausziigen her- 
gestellten 1° igen Lésungen eine um so gréfere amylolytische Kraft zeigten. 
Die mit Peptonzugabe hergestellten konzentrierten Malzausziige zeigten 
dagegen nach ihrer Verdiinnung auf 1 °,,ige L6ésungen fast immer die gleiche 
amylolytische Kraft. Die Peptonzugabe erméglicht es sogar, schon bei der 
Herstellung 1° ,iger Ausziige, die ganze in dem Malz vorhandene Amylasemenge 
in Lésung zu bringen. Ohne Peptonzugabe dagegen kann selbst bei der 
Herstellung von 10°, igen Malzausziigen nicht die ganze im Malz vorhandene 
Amylasemenge in Lésung gebracht werden, sondern nur etwa 50°, der 
starkeverfliissigenden, etwa 60°, der starkedextrinierenden und etwa 90° 
der staérkeverzuckernden Kraft. 

Obige Erscheinungen weisen darauf hin. da®B die Sistosubstanz die 
Amylase desto kraftiger inaktivieren kann, Je niedriger prozentig die Gersten- 
malzausziige sind. 

Dieses eigenartige Verhalten der bei niedriger Temperatur getrockneten 
Malze lieB die Frage entstehen, wie sich Brauereigerstenmalz, also bei ver- 
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haltnismaéBig hoher Temperatur getrocknetes, in dieser Hinsicht verhalter 
wird. Um dieses festzustellen, wurden aus Brauereigerstenmalz Ausziigy 
verschiedener Konzentration mit und ohne Peptonzugabe, wie bei Ta 
belle VIIT angeyeben ist, hergestellt. Die Ausziige wurden auch hier erst 
nach dem Abfiltrieren auf 1°,ige L6sungen verdiinnt und ihre amylolytisch: 
Kraft in der Tabelle LX zusammengestellt. 


Tabelle IX. 


Die Abhangigkeit der aus Brauereigerstenmal!z in Lésung iibe1 
gehenden Amvlasemenge vonder Konzentration der Malzausziige. 








Dextrinierende Kraft: Verfliissigungskraft nach 
Verzuckernde Kraft Verinderung der blauen Farbe Lintner-Sollied (1 g Malz 
der Starke durch Jod in verfliissigt Starke in g) 
farblos, 
wy erfolgt nach & = 
Aus- oS in Minuten sz 
zug Be 3 = 5 es se 
cem —Zu- zs = E Zu- acl 
n20J nahme = 5 Ss = nahme >& 
2% 2 2 42 
Nr 0, Oy 0}, 0'5 0 0 
1 8,8 61,1 32 126 38,1 77 38,5 
2 14.6 66,0 100 18 48 162 100 200 160 109 
3 11,0 76,4 30 120 40,0 91 45.5 
4 14,4 31,0 100 18 54 122 89 200 120 100 
5 11,4 79,2 27 112 42.9 100 50,0 
6 14,3 25,4 100 18 54 107 89 200 100 100 
4 12,2 84,7 25 90 53,3 105 52.5 
8 144 180 100 18 54 67 89 200 90 100 
9 13,0 90,3 23 81 59,2 125 62,5 
10 14,4 108 100 18 54 50 89 182 46 91 
11 13,0 90,3 22 72 66,7 125 62,5 
12 144 108 100 18 54 33 89 182 46 91 


Die obigen Ergebnisse bestatigen die in Tabelle VIII angegebenen. 


‘Auch hier kann festgestellt werden, daB, wenn aus filtrierten, konzen- 


trierten Malzausziigen, die ohne Peptonzugabe hergestellt wurden, 1 °,ige 
Lésungen erhalten werden, die amylolytische Kraft dieser Lésungen mit 
steigender Konzentration der zur Verdiinnung verwendeten Malzausziige 
gréBer wird. 

Bei dem Brauereigerstenmalz zeigt sich gegeniiber dem bei niedriget 
Temperatur getrockneten Gerstenmalz nur der Unterschied, daB aus dem 
Brauereimalz mehr Amylase in Lésung geht als aus dem letzteren. Es hat 
demnach den Anschein, als ob die Sistosubstanz des Brauereimalzes wahrend 
der Trocknung auf der Malzdarre geschwacht bzw. teilweise vernichtet 
wurde und deshalb weniger Amylase bei der Herstellung der Malzausziige 
inaktiviert werden konnte. 

Es soll hier darauf aufmerksam gemacht werden, da bei der Her- 
stellung der Malzausziige verschiedener Konzentration immer dieselbe 
Wassermenge (100 cem) zugegeben wird, ohne Beriicksichtigung des 
Eigenvolumens des in verschiedenen Mengen verwendeten Malzes. Dieser 
bei der Herstellung der Malzausziige gemachte Fehler hebt die festgestellten 
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(nterschiede der Amylasenmenge der Malzausziige verschiedener Kon- 
zentration noch mehr hervor. 

Weiterhin wurde noch die amylolytische Kraft 1°,iger Losungen 
untersucht, welche durch Verdiinnung einstiindiger Brauereimalzausztige 
verschiedener Konzentration nicht nach, sondern vor dem <Abfiltrieren 
hergestellt waren: 


Nr. 1. 8g Malz + 800cem Wasser | Stunde geschiittelt und 
a ee er eee ae ee ee ae ee 1! 
. 2. 8g Malz + 400 ccm Wasser | Stunde geschiittelt — 400 cem 
eee, MC I kc te we ke ew OR Oe l 
. 3. 8g Malz + 200 ccm Wasser | Stunde geschiittelt — 600 cem 
ae, a a a l 
. 4. 8g Malz + 100 cem Wasser | Stunde geschiittelt + 700 cem 
ce ee eee eee ! 
» 5. 8g Malz + 100 com Wasser | Stunde geschiittelt, filtriert, 
en Se SG 6 Ss eo ea ee ee eS BS 


Tabelle X. 
Der Einflu& der Verdiinnung der Malzausztige verschiedener 
Konzentration vor und nach dem Abfiltrieren auf die Grobe der 
amvlolytischen Kraft. 





Dextrinierende Kraft: Verainderung — Verfliissigungs- 


der blauen Farbe der Stirke durch kraft nach 

elvenerne Verzuckernde Jod in Lintner-Sollied 
Malzauszug Kraft er (lg Malz ver- 
blauviolett rotbraun farblos fliissigt Starke 

Nr. ecm n 200 erfolgte nach Minuten mn 6) 

1 11,8 26 36 118 80 

2 11,7 27 37 125 83 

3 11,6 27 37 129 83 

4 11,6 27 37 129 83 

5 13.0 23 31 $1 125 


Der Vergleich der Tabellen VIII bis X zeigt, daS8 die in Lésung tibet 
gehende Amylasemenge nicht nur von der Menge der Sisto- und Eleuto 
substanzen, sondern auch von der Art der Herstellung der Malzausziige 
abhangt. Weiter sehen wir, daB die amylolytische Kraft der Malzausztige 
eine ganz andere ist, wenn diese vor oder nach dem Abfiltrieren verdiinint 
werden, wie aus Tabelle X hervorgeht. Wird die Verdiinnung vor dem Ab- 
filtrieren hergestellt, so zeigt diese L6sung eine viel schwichere amylolytische 
Kraft als diejenige, welche durch die Verdiinnung nach dem Abfiltrieren 
erhalten worden ist. Die Sistoamylase besitzt also in konzentrierten Malz- 
ausziigen eine verhaltnismaiBig schwache. die Amylase inaktivierende 
Wirkung. Der konzentrierte, abfiltrierte Malzauszug kann ohne (retahr, 
eine Inaktivierung der Amylase hervorzurufen, verdiinnt werden. Werden 
aber die konzentrierten Malzausziige vor dem Abfiltrieren, also bei Gegen- 
wart von Sistosubstanz, auf 1 °,,ige Lésungen verdiinnt, so kommen letztere 
sofort zur Wirkung und inaktivieren einen groBen Teil der schon in Losung 
gegangenen Amylase, wie Tabelle X zeigt. 
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Diskussion. 

Die Untersuchungen der amylolytischen Kraft von Malzen au, 
verschiedenen Getreidearten, besonders die Untersuchungen iiber di 
Anwesenheit der Sistoamylase ergaben eine Reihe  interessanter 
Resultate. Die wichtigste Beobachtung unserer Untersuchungen 
sowohl fir die Theorie als auch fiir die Praxis, war die Erkennung der 
Tatsache, daB die bisher in den Malzausziigen beobachtete und unter- 
suchte Amylase nicht die gesamte, sondern nur ein Teil der in dem Mal: 
vorhandenen Amylase ist. Bei unseren vorhergehenden Untersuchungen 
konnte gezeigt werden, daB auf die in Lésung iibergehende bzw. dort 
schon befindliche Amylase zwei besondere Arten von Substanzen ein- 
wirken bzw. einwirken kénnen, die wir ,,Sistoamylase* und ,,Eleuto- 
amylase** genannt haben. Die erste bindet die Amylase und inaktiviert 
sie auf solche Weise. Die zweite dagegen wirkt der ersteren entgegen, 
indem sie deren Wirkung ausschaltet und die Bindung der Amylase 
nicht zulaBt: im Falle, daB diese Inaktivierung der Amylase durch 
Sistosubstanz schon stattgefunden hat, kann die Eleutosubstanz dic 
Amylase aus dieser Bindung freimachen und dadurch reaktivieren. 
Bis jetzt war nur eine einzige Sistoamylasequelle bekannt, und zwar 
die Keimlinge des Buchweizenmalzes. Die vorliegenden Untersuchungen 
konnten zeigen, daB die Sistoamylase auch in Malzen anderer Getreide- 
arten vorkommt, wodurch unsere schon friher ausgesprochene Ver- 
mutung, daB die Sistoamylase ziemlich oft neben der Amylase vor- 
kommen muB6, vollstandig bestatigt wird. 

Bei der Herstellung eines wasserigen Malzauszuges wird ein Teil 
der in Lésung gehenden Amylase durch die Sistosubstanz des Malzes 
gebunden. Dieser Inaktivierung wirken EiweiBabbauprodukte und 
vor allem gewisse Bestandteile des Peptons entgegen. Die in dem 
Malz vorhandenen gewissen EiweiBabbauprodukte kénnen je nach 


ihrer Art und Menge der Sistoamylase mehr oder weniger entgegen- 


wirken bzw. deren Wirkung ganz ausschalten und dadurch verschiedene 
Mengen der schon gebildeten Amylase in Lésung bringen. Aus diesen 
Erwagungen geht also hervor, daB die in dem Malzauszug befindliche 
Amylase sowohl von der Gesamtmenge der Amylase als auch von der 
Sisto- und der dieser entgegenwirkenden Eleutosubstanz abhangig ist. 

Die Sistosubstanz des Gerstenmalzes verhalt sich ganz anders in 
den verdiinnten Ausziigen als in den konzentrierten. Je konzentrierter 
die Malzausziige sind, in den Grenzen von 1 bis 10°, desto weniger 
Amylase wird durch die Sistosubstanz des Malzes inaktiviert, voraus- 
gesetzt, daB die Verdiinnung des konzentrierten Malzauszuges (auf eine 
1°%,ige Lésung, die zur Bestimmung der amylolytischen Kraft diente) 
erst nach dem Abfiltrieren vorgenommen wird. Wenn dagegen selbst 
ein konzentrierter Malzauszug hergestellt wird (z. B. 8°), der aber 





wen! 
welc! 
trier 
Sisto 
ausz 
yerw 
subst 
daB 
Ausz 
Forn 
verd 
Siste 
aber 
nich’ 
daB 
Ausz 
ist d 
der } 
bilde 
in i 
der 
Malz 
vier 
verz 
verf 
ist, | 
eine 
Wir! 
men 
der 


gesc 


wah 
Tro 
nich 
stan 
in Vv 


arte 
und 
ent] 








nN aus 
er di > 
santer 
Ingen, 
g der 
unter- 
Mal: 
Inger 
dort 
) €in- 
euto- 
viert 
pgen, 
Vlase 
urch 

» die 
ren, 

nwar 

igen 

‘ide- 

Ver- 


vor- 


Teil 
Izes 
und 
lem 
ach 
en- 
Pne 
sen 


she 


er 





Sistoamylase in Malzen verschiedener Getreidearten. 205 


schon vor dem Abfiltrieren auf eine 1°,ige Losung verdunnt wird, so 
zeigt die Sistosubstanz wieder eine kriftige, inaktivierende Wirkung, 
wenn auch nicht in derselben Stirke, wie in denjenigen Malzausziigen, 
welche von vornherein 1°,ig hergestellt waren. Bei den konzen- 
trierten Malzausziigen geniigt verhiltnismaBig wenig Pepton, um dic 
Sistoamylase des Malzes auszuschalten, bei den verdiinnten Malz- 
auszigen dagegen muB zu demselben Zwecke ziemlich viel Pepton 
verwendet werden. Dieses eigenartige Verhalten der Sistoamylase- 
substanz kann auf zweierlei Art erklirt werden: Man kénnte annehmen, 
daB sich in dem Malz eine Substanz befindet, welche in konzentrierten 
Ausziigen mit der Sistosubstanz eine auf Amylase nicht wirkende 
Form bildet. Eine solche Verbindung miiBte sich dann weiterhin in 
verdiinnten Ausziigen wieder zerlegen, und die dadurch frei gewordene 
Sistosubstanz kann dann wieder inaktivierend wirken. Wahrscheinlicher 
aber scheint eine andere Erklirung zu sein, und zwar, daB es sich hier 
nicht um eine unstabile Verbindung der Sistosubstanz handelt, sondern 
daB deren kolloidaler Zustand sich je nach der Konzentration der 
Ausziige verschieden gestaltet. In den konzentrierten Malzauszigen 
ist die Adsorptionskraft der Sistosubstanz nur gering, vielleicht wegen 
der kleinen aktiven Oberflache, die sich vermutlich in diesen Bedingungen 
hildet, und einer verhiltnismaBig nur kleinen Peptonmenge bedarf, um 
in ihrer Wirkung ausgeschaltet zu werden. Fast die ganze Menge 
der dazu nétigen Eleutosubstanz befindet sich in den konzentrierten 
Malzausziigen, und deswegen wird in diesen nur wenig Amylase inakti- 
viert, und zwar bei 10 %,igen Gerstenmalzausziigen etwa 10°; der stiarke- 
verzuckernden, etwa 40°, der starkedextrinierenden und der starke- 
verfliissigenden Kraft. Je niedriger der Prozentgehalt der Malzausziige 
ist, desto starker inaktivierend wirkt die Sistosubstanz, was vielleicht 
eine Folge der Vergr6Berung ihrer aktiven Obertliche ist. Um _ ihre 
Wirkung auszuschalten, miissen also entsprechend griBere Pepton- 
mengen als Eleutosubstanzen zugesetzt werden, damit die Wirkung 
der Sistosubstanzen des Malzes in verdiinnten Malzausziigen aus- 
geschaltet wird. 

Brauereimalz scheint weniger Sistosubstanzen zu besitzen. Hochst- 
wahrscheinlich ist die Sistosubstanz durch die héhere Temperatur bei 
Trocknung auf der Malzdarre geschwacht oder auch teilweise ver- 
nichtet worden. Es ist auch nicht ausgeschlossen, daB die Sistosub- 
stanzen bei héheren Temperaturen ihre Fahigkeit, die aktive Oberflache 
in verdiinnten Ausziigen zu vergréBern, teilweise verlieren. 

Sistoamylase befindet sich in den Malzen verschiedener Getreide- 
arten in sehr verschiedenen Mengen. Gewisse Malze wie Buchweizen- 


und Gerstenmalz enthalten sehr viel Sistosubstanzen. Buchweizenmalz 
enthalt sogar soviel, daf selbst die konzentrierten Ausziige fast keine 
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amylolytische Kraft erkennen lassen, Roggen- und Weizenmalze en: 
halten schon viel weniger dieser die Amylase inaktivierende Substan: 
und bei den Malzen der anderen Getreidearten kann man nur minima! 
Mengen nachweisen. 

Amylase wirkt bekanntlich auf die Starke verzuckernd, dextr 
nierend und verfliissigend. Schon friiher konnte einer von uns bei d: 


Untersuchungen der Amylase verschiedener Malzarten feststellen, das 


das gegenseitige Verhaltnis dieser drei Funktionen sehr verschiede 
gestaltet ist!. Dieselben Erscheinungen, nur mit dem Unterschied 

daB das gegenseitige Verhaltnis dieser drei amylolytischen Krafte dey 
gekeimten Getreidearten noch viel gréBere Unterschiede aufweist 
konnten bei den gegenwartigen Untersuchungen beobachtet werden 
Die Freilegung der Amylase durch Peptonzugabe verandert dieses 
Bild nicht, sondern bringt im Gegenteil noch viel gr6éBere Unterschied« 
der einzelnen amylolytischen Krafte zum Vorschein. Besonders konnt: 
die besondere Tatsache beobachtet werden. daB die Sistosubstanz 
nicht gleichartig auf alle drei Funktionen der Amylase einwirkt. Sir 
scheint am starksten die starkeverfliissigende und starkedextrinierend: 
Kraft zu inaktivieren, dagegen viel schwacher auf die verzuckernde 
Kraft zu wirken. Die Zugabe von Eleutosubstanzen in der Form von 
Pepton zeigt fast immer die gréBte Freilegung der starkeverfliissigenden 
am schwachsten die der verzuckernden Kraft. Es kann deshalb mit 
groBer Wahrscheinlichkeit daraus gefolgert werden, daB die Sisto- und 
Eleutosubstanzen je nach ihrer Art und Menge. wie auch nach den 
Bedingungen, unter welchen sie zur Wirkung kommen, einen groben 
Einflu8 auf die einzelnen Funktionen der Amylase haben, obwoh! bis 
jetzt dieser EinfluB noch nicht zahlenmaBig ausgedriickt werden kann 

Weiter war es interessant festzustellen, daB langeres Schiitteln 
eines 1° )Gerstenmalzauszuges eine starke Schwachung der amylolytischen 
Kraft zur Folge hatte, was bei Maismalzausziigen nicht beobachtet 
werden konnte. Da Gerstenmalz viel Sistosubstanz enthalt und Mais- 
malz nur sehr wenig, so ist die Ursache der Inaktivierung ersichtlich. 
denn fiir die Inaktivierung der in Lésung befindlichen Amylase ist die 
Sistoamylase verantwortlich. Die 1°), Ausziige von Malzen mit viel Sisto- 
substanzen biiBen um so mehr von ihrer amylolytischen Kraft ein, je 
langer sie geschiittelt werden. 

Wir wollen noch darauf aufmerksam machen, daB die bei niedriger 
Temperatur abgetrockneten Malze eine ziemliche VergréBerung det 
stirkeverflissigenden Kraft erkennen lassen. Die Beobachtung det 
Brennereipraxis, da abgewelktes Malz das beste ist, findet somit 
ihre Erklarung. 


1 T. Chrzaszez, Wochenschr. f. Brauerei 1913, Nr. 41 bis 42. 
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Zusammenfassung. 

Unsere Untersuchungen iiber die Anwesenheit und Wirkung von 
Sistoamylase der Malze verschiedener Getreidearten, und zwar von 
Gerste, Weizen, Roggen, Hirse. Buchweizen. Hafer und Mais ergaben 
folgende Resultate: 

1. Sistoamvlase befindet sich in den Malzen aller Getreidearten, 
jedoch in den verschiedensten Mengen. Am reichlichsten befinden sie 
sich in den Buchweizenmalzen, schon weniger in den Gerstenmalzen. 
viel weniger in Roggen- und Weizenmalzen, wahrend man in den Malzen 
der iibrigen Getreidearten nur sehr kleine Mengen dieser Substanz findet. 

Im Buchweizenmalz befindet sich die Sistoamylase hauptsachlich 
inden Keimlingen, daneben auch im Malzkornrest, in den Malzen anderer 
Getreidearten ist sie fast nur im Malzkorn anzutreffen. 

2. Neben der Sistoamylase befinden sich in den Malzen verschiedene 
Mengen von Eleutosubstanzen in der Form von EiweiBabbauprodukten. 

3. Die in den Malzausziigen gefundene Amylase ist nicht die 
gesamte im Malz vorhandene. Quantitativ ist die in Lésung iibergehende 
Amylase von den Mengen der sie begleitenden Sisto- und Eleuto- 
substanzen, von der Konzentration des Malzauszuges, wie auch von 
der Art ihrer Verdiinnung abhangig. Je konzentrierter der Malzauszug 
ist in den Grenzen von | bis 10°,, desto weniger Amylase wird durch 
die in dem Malz vorhandenen Sistosubstanzen inaktiviert. Wird die 
Verdiinnung der konzentrierten Malzausziige nach dem Abfiltrieren 
durchgefiihrt. so wird die amylolytische Kraft nicht geschwacht, in 
hohem Grade ist letzteres jedoch der Fall, wenn die Verdiinnung vor 
dem Abfiltrieren stattfindet. 

Bei der Herstellung von 8- bis 10°,igen Malzausziigen erhalt man 
etwa 90°, der starkeverzuckernden und etwa 60°, der stirkedextri- 
nierenden und starkeverfliissigenden Kraft, bei 1° igen Malzausziigen 
dagegen nur !/, bis !, der in dem Malz befindlichen Amylase. 

Die gesamte Amylasemenge kann bei der Herstellung von sogar 
1°,igen Malzausziigen nur dann erreicht werden, wenn dabei ent- 
sprechende Peptonmengen als Eleutosubstanz zugesetzt werden. Nur 
bei Peptonzugabe bekommt man auch bei jeder beliebigen Konzentration 
des Malzauszuges 100°, der in dem Malz vorhandenen Amylase (in 
den Grenzen von | bis 10°,). 

Bei denjenigen Malzen, die keine bzw. sehr wenig Sistosubstanzen 
enthalten, kann man selbst in verdiinnten Malzausziigen die ganze 
Amylasemenge auch ohne Peptonzugabe in Lésung bringen. 


4. Die einzelnen Teilkrafte der Amylase, und zwar die verfliissigende, 
dextrinierende und verzuckernde Kraft. welche in keinem gleichen 
Verhaltnis zueinander stehen. sind einerseits von der Malzart. anderer- 
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seits von der Konzentration des Malzauszuges abhangig: die Meng: 
und Art der Sisto- und Eleutosubstanzen tiben dabei einen groBen 
EinfluB aus. 

Die starkeverfliissigende und stirkedextrinierende Kraft wird 
durch die Sistoamylase in viel gr6Berem MaBe als die starkeverzuckernd: 
Kraft inaktiviert. 

5. Die amylolytische Kraft verdiinnter Ausziige derjenigen Malz 
welche nur sehr wenig Sistosubstanz ent™*alten, wird wahrend des 
Schiittelns nicht inaktiviert im Gegensatz .u den Ausziigen aus Malz 
mit viel Sistosubstanz, welche waihrend des Schuttelns stark inaktiviert 
werden. 

6. Um ein klares Bild iiber die Amylasemenge und deren Wirkung 
zu erhalten, ist es notwendig, bei den Untersuchungen anzugeben, wir 
und in welcher Konzentration der Malzauszug bzw. die Amylaselésung 
hergestellt war, weiter miissen stets alle drei Funktionen der Amylase. 
und zwar die Starke verfliissigende, dextrinierende und verzuckernde 
Kraft bestimmt werden: um die Gesamtmenge der amylolytischen 
Kraft des Untersuchungsmaterials zum Vorschein zu bringen, miissen 
bei der Herstellung der Ausziige entsprechende Mengen von Pepton 
hinzugefiigt werden. 
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Hemmung von Esterifizierungsvorgingen 
als Ursache der Phlorrhizinwirkung. 


Von 
Einar Lundsgaard. 
(Aus dem medizinisch-physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen. ) 
(Eingegangen am 26. Juni 1933.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Nach Kays (7) Untersuchungen tiber die Verteilung der Phospha- 
tasen im tierischen Organismus zeigen die Schleimhaut des Diinndarms 
sowie die Nierenrinde einen weit hGheren Phosphatasegehalt als irgendein 
anderes Gewebe. Der Gedanke liegt nahe, zwischen der Gemeinschaft 
des hohen Phosphatasegehaltes und irgendeinem gemeinsamen Zug 
innerhalb der Funktion der beiden Organe einen Zusammenhang zu 
suchen. Nach der iiblichen Auffassung der Nierenfunktion sind die 
Tubuli der Niere als Resorptionsorgan aufzufassen, innerhalb dessen 
Funktion man daher sehr wohl erwarten darf, gewisse Ahnlichkeiten 
mit der Funktion der Diinndarmschleimhaut anzutreffen. 


Vor einigen Jahren hat Verzdr (11) die Vermutung ausgesprochen. dal 
Hexosen wahrend ihrer Passage durch die Darmschleimhaut irgendeine 
Umwandlung erfahren, sowie da in einem derartigen ..aktiven*’ Glied 
der Resorption der Kohlenhydrate die Erklarung der von Cori (4) und 
anderen Forschern beobachteten Tatsachen zu suchen sei, dai verschiedene 
niedrigere, resorbierbare Kohlenhydrate mit sehr verschiedener Greschwindig- 
keit resorbiert werden. Vor kurzem ist in einer Arbeit aus dem Institut 
Verzars (12) die Annahme geaéuSert worden, da die vermutete Umwandlung 
moOglicherweise in einer zeitweiligen Esterifizierung wahrend der Passage 
durch das Darmepithel bestehen kénnte, und jiingst nachdem die hier 
mitgeteilten Versuche beinahe beendigt waren haben die Schiiler von 
Verzar: Wilbrandt und Laszt (13), Versuche veréffentlicht, die fiir die Richtig- 
keit der betreffenden Hypothese sprechen diirften. Da die in den Tubuli 
der Niere stattfindende Riickresorption von Clucose jedenfalls als ein 
aktiver Vorgang** aufzufassen ist und sich nicht als eine Diffusion erklaren 
laBt, erschien es mir gegeben, in dem fiir beide Organe gemginsamen hohen 
Phosphatasengehalt fiir die Hypothese von Verzdr in ihrer jiingsten Gestalt 
eine Bekraftigung zu erblicken, und den entsprechenden Abnlichkeitspunkt 
mit Bezug auf die Funktion in der innerhalb der beiden Organe statt- 
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findenden Hexosenresorption zu suchen. Da nach den Untersuchungen 
der letzten Jahre [L. Poulson (9)) die  wohlbekannte Wirkung des 
Phlorrhizins auf die Clucoseausscheidung durch die Nieren sehr waht 
scheinlich auf eine Hemmung baw. Aufhebung der Riickresorption von 
Glucose durch die Tubuli der Nieren zu beziehen ist, wire bei einer Ube: 
tragung von Verzdrs Hypothese auf die Nieren fiir welche diese H ypothese 
dieselbe Berechtigung besitzen diirfte wie fiir die Darmschleimhaut Zu 
erwarten, daB das Phlorrhizin dem Phosphatesen-Phosphatasensystem 
gegentiber eine spezifisch hermmende Wirkung besitzt. 

Diese Erwigungen haben mich veranlaBt, die im nachstehenden 
mitgeteilten Versuche vorzunehmen, und hier sei sofort bemerkt, dal 
diese Versuche die von mir gehegte Vermutung vollig bestatigt haben. 
Nachdem diese Beobachtung gemacht worden war, habe ich eine Reihe 
von Versuchen tiber die Wirkung des Phlorrhizins auf die Milchsaure- 
hildung vorgenommen, und zwar teils in Geweben, die aus Glykogen, 
teils in Geweben, die aus Glucose Milchséiure bilden, um auf diesem 
Wege méglicherweise Ergebnisse zu gewinnen, die zur Erlauterung der 
von einigen Forschern [Ashford und Holmes, Bumm und Fehren- 
bach (2) (3)| geaéuBerten Auffassung dienen kénnten, daB eine Milch- 
siiurebildung aus Glucose in gewissen Geweben, wie z. B. Gehirn, keine 
Esterifizierung involvieren. Diese Versuche werden ebenfalls im nach- 
stehenden mitgeteilt. 


Versuche mit fluoridvergiftetem Muskelbrei. 

Meine ersten Versuche wurden mit fluoridvergiftetem Froschmuskelbrei 
ausgefiihrt unter Benutzung der von Lohmann (8) benutzten iiblichen 
Technik. Da sich wahrend der ersten Versuche herausstellte, dai die 

Tabelle I. 


Esterifizierung im Froschmuskelbrei. 





mg P.O, pro g anorganisches 





Phosphat + Pyrophosphat Hemmung 
Beginn Schluh nino 4 
a ROMER. 4 lie 6 a Oe 2,42 0,71 1,71 
n/10 « +m 190 Phiorrhizin . 2,42 2.14 0,28 84 
n 10 » +m/d0 . : 2.42 2,37 0.05 97 
n20 Fluorid BD i OR ae 2,52 0,62 1.90 
n/20 .~ +m/100 Phlorrhizin . 2.52 1.95 0,57 70 
n 20 » +m/50 “ ‘ 2,52 2.33 0,19 90 
ee. ae ae 2,20 0,56 1.66 
n 20 » +m /100 Phlorrhizin . 2.20 2.03 0.17 90 
n20 , +m/50 ; . | 220 2.18 0 10 
rr 2.31 0.60 1,71 
n/100 Pe +m/100 Phlorrhizin . 2.31 1,88 0.43 75 
ae 


nl0ooO , +m59 “ ‘ 2,31 2,22 0.09 95 
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hemmende Wirkung des Phlorrhizins auf die Esteritizierung erst im Laufe 
einiger Minuten ihre volle Starke erreicht wahrscheinlich wegen der 
etwas langsamen Diffusion des ziemlich hochmolekularen Stoftes wurden 
die Versuche in der Weise ausgefiihrt, da die Proben nach Zubereitung 
und Phlorrhizinzusatz, 15 Minuten vor Fluoridzusatz bei Stubentemperatur 
stehen blieben. Die Fluoridkonzentration schwankte zwischen n 10) und 
n LOO, ohne irgendwelchen nachweisbaren Einfluf{ auf die Ergebnisse. 
Ineinzelnen Versuchen wurden gleichzeitig mit dem Fluoridzusatz samt lichen 
Proben S5mg Glykogen beigemischt, um das Vorhandensein reichlichen 
Substrats zu sichern. 

Diese Versuche zeigen, daB m 100 Phlorrhizin eine sehr erhebliche, 
und m/50 Phlorrhizin eine beinahe vollstindige Hemmung der in 
fluoridvergifteter Froschmuskulatur stattfindenden sehr lebhaften 
Veresterung bewirkt. Hier sei in Kiirze erwaihnt, daB ich versucht 
habe, ob es mdglich ware, Froschmuskeln durch kiinstliche Durch- 
strémung eines Froschhinterleibes mit phlorrhizinhaltiger Ringer- 
lésung mit Phlorrhizin zu vergiften. Jedoch ergab sich, daB es nicht 
moéglich ist, in dieser Weise in den Muskeln eine geniigende Phlorrhizin- 
konzentration zu erreichen, um eine erkennbare Hemmung der Esterifi- 
zierung herbeizufiihren, wenn die herausgenommenen Muskeln Ln. Fluorid 
ausgesetzt wurden. Der Nachweis von Embden (5), daB die wahrend 
Fluorideinwirkung erzeugten Ester nicht, wie friiher angenommen, 
Hexoseester sind, hat mich veranlaBt, die in der Tabelle I mitgeteilten 
Versuche durch einige Glykogenolysebestimmungen bei entsprechenden 
Versuchsbedingungen zu vervollstindigen. Diese Versuche sind in 
der Tabelle IT verzeichnet. 


Tabelle II. 


Glykogenolyse im Froschmuskelbrei. 





Glykogengehalt Glykogenspaltung Hemmung 


0,4 mg pro g 
ne ae 0,84 
ae a oe eer 0.41 4.3 
n/20 NaF + m/50 Philorrhizin —. 0,70 1.4 67 
Pe eS e's ce. ee 0,82 
NE, so ee wk GS 0.41 4,1 
n/20 NaF +m 59 Phlorrhizin . 0,65 1,7 59 


Wie aus den Versuchen ersichtlich, ist die Glykogenolyse in den- 
jenigen Proben, welche Phlorrhizin enthalten, weit geringer als in den- 
jenigen, welche nur Fluorid enthalten, ohne da jedoch behauptet 
werden darf, daB die Glykogenolyse in einem solchen Mabe gehemmt 
worden ist, wie es der Hemmung der Esterifizierung durch die gleiche 
Phlorrhizinkonzentration entsprechen wiirde. Die in den_.,Fluorid- 
proben® beobachtete Glykogenolyse ist nun aber nicht unerheblich 
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gréBer, als dies nach der in vollig entsprechenden Versuchen beob- 
achteten Esterifizierung zu erwarten ware. Der beobachteten Esterifi- 
zierung entspricht eine Spaltung von etwa 2,4 mg Glykogen pro Gramm 
die beobachtete Glykogenolyse iiberschreitet aber die der Esterifizierung 
entsprechende um 1,9 baw. 1,7 mg. Da dieser UberschuB den in den 
,,Phlorrhizinproben* beobachteten Glykogenolysewerten ziemlich genau 
entspricht, bin ich geneigt, dieses Resultat dahin zu deuten, daB in 
fluoridvergiftetem Muskelbrei eine gewisse diastatische Spaltung 
stattfindet, welche von einer Aufhebung der Phosphorylierung unab- 
hingig ist, wahrend die mit der eigentlichen .,glykolytischen Wirkung” 
verkniipfte Glykogenolyse bei Hemmung der Esterifizierung durch 
Phlorrhizin aufgehoben wird. Dies deutet darauf hin, da der Phospho- 
rylierungsvorgang das Glykogen direkt angreift, wenn es Substrat der 
, Glykolyse“ ist. Eine derartige Auffassung stimmt mit der Tatsache 
iiberein, daB ein unverkennbarer Unterschied zwischen den Ver- 


‘ 


esterungsvorgingen besteht, je nachdem das Substrat Glykogen oder 
Glucose ist. 


Versuche mit Muskelextrakt sowie Trockenhefe. 

Um auch die Phlorrhizinwirkung an Esterifizierungsvorgingen zu 
priifen, welche eher als die Veresterung in fluoridvergiftetem Muskelbrei 
als normale Stoffwechselvorginge bezeichnet werden diirfen, habe ich 
einige Versuche mit Muskelextrakten sowie mit Trockenhefe vor- 
genommen. Die betreffenden Ergebnisse sind in den Tabellen ITT und IV 
verzeichnet. 

Tabelle IIT. 
Esterifizierung im Muskelextrakt. 


Versuchdauer 2 Stunden. Temperatur 20°. 





mg P20; pro cem Extrakt 
anorga- 
nisches 7 Min. 30 Min. 180 Min. 
Phosphat 


Ver- Esterifi- 
aschung zierung 


a a ae: ar eee 0,70 0,80 0,80 0.80 0,98 

I ed ee gg ain vin 0,59 0.69 0.74 0.80 0.98 0.15 
m/200 Phlorrhizin . . . . age 0,76 0,80 0,80 0,82 0 
m/100 a cele ad 0,71 0,80 O80 OSI 0 
a re 0.44 O53 O58 065 £0.97 0,32 
n/100 NaF + m/100 Phlorrhizin . 0.71 0.74. 0,77 0,77 0.09 
n/100 , + m/50 - | 0,69 | 0,77 | 0,77 0,03 


Die in Muskelextrakten wahrnehmbare Esterifizierung, welche 
nur ein MaB der Ubergewichte der Esterifizierung iiber den weiteren 
Abbau darstellt, wird, wie ersichtlich, bereits durch eine Phlorrhizin- 
konzentration von m/200 zum Verschwinden gebracht. Die in 
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Tabelle IV. 
Esterifizierung in Trockenhefe. 


1 g Trockenhefe in 10 cem Ringer-Phosphatlésung + 1°, Glucose. Versuchs- 
dauer 60 Minuten, Temperatur 20°. 





mg P.O, pro cem 
2U5 


Anorganisches 


Hemmung 
Phosphat 8 


Esterifizierung 


eee ow 6 SS i 3.41 

OS Rea eee 0.43 2,98 

m/400 Phlorrhizin ..... 0,79 2,62 12 
m 200 Pe ; a — 2.83 0,58 81 
m/100 cobeey gota 3.43 0 100 


fluoridvergiftetem Muskelextrakt beobachtete Hemmung der Esterifi- 
zierung entspricht ziemlich genau der Hemmung im Muskelbrei. Hier 
sei bemerkt, daB die Hydrolysenkurve (a.m. Lohmann) fiir Proben 
aus partiell phlorrhizinvergiftetem Muskelextrakt und Fluoridmuskel- 
brei keine Abweichung vom gewohnlichen darbietet. Die Veresterung 
in Trockenhefe scheint Phlorrhizin gegeniiber etwas empfindlicher als 
die Veresterung in Muskulatur, indem bereits 
eine Konzentration von m/100_ vollstandige 
Hemmung und sogar m/5000 eine sehr er- 





R15} 
hebliche Hemmung herbeifiihrt (Tabelle IV). 4 
S 
Die Phlorrhizinwirkung auf Dephosphorylierung. 2) 
Abb. 1 gibt das Resultat eines Versuchs = $3 
iiber die Phlorrhizinwirkung auf ein sehr 2. 
aktives Praiparat von Nierenphosphatase ©" 
wieder. Als Substrat wurde Glycerophosphat = * 
benutzt. 
Wie ersichtlich, iibt Phlorrhizin in Kon- Zeit in Minuten 


Abb. 1. 


Hemmung von Nieren- 
phosphatase durch 


zentrationen von m/100 bis m/50 einen stark 
hemmenden EinfluB auf die Dephosphory- 


lierung aus. Man darf wohl behaupten, daB Phlorrhizin. 
“et oe ee ee a al re Substrat : Glycero- 
die gleichartige Wirkung des Phlorrhizins auf phosphat. 


Phosphorylierung und Dephosphorylierung, 

zwar ohne einen direkten Beweis darzustellen, immerhin zugunsten 
der Auffassung spricht, daB es das gleiche Enzymsystem ist, welches 
sowohl Synthese als auch Spaltung der Phosphorsaureester bewirkt. 


Versuche itiber Milchsiurebildung im Muskelbrei. 


Die Versuche mit Froschmuskelbrei wurden in genau gleicher Weise 
wie die Esterifizierungsversuche ausgefithrt, nur bei Unterlassung des 
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Fluoridzusatzes. Nach Zubereitung wurden die Proben 15 Minuten 
im Wasserbad bei Zimmertemperatur hingestellt, um beim Beginn des 
Versuchs in saimtlichen Proben die gleiche Temperatur zu erreichen 
und um das Phlorrhizin seinen votlen Wirkungsgrad erreichen zu 
lassen. Da indessen das Phlorrhizin auch wihrend dieser Vorperiod 
die Milchsiurebildung etwas hemmend beeinfluBt, wurden fiir die 
Normalprobe und die verschiedenen Phlorrhizinproben besondere 
Vorproben benutzt. Die Versuche wurden anaerob ausgefiihrt. Die 
Versuchsdauer war 60 Minuten, Temperatur 20°. Da die Versuche das 
erwartete Resultat geliefert haben, nimlich eine Hemmung der Milch- 
siurebildung in gleicher Héhe wie die Hemmung der Esterifizierung 
in fluoridvergifteten Proben, werden die Versuche nicht in ihren Einzel- 
heiten wiedergegeben, sondern es werden nur die beobachteten 
Hemmungsgrade angegeben (Tabelle V). 

Bei der chemischen Bestimmung der Milchsaiure ist es notwendig 
gewesen, die Schenkfallung zu modifizieren, um eine Fallung des Phlorrhizins 
zusammen mit den Proteinstoffen zu erreichen. Anstatt 10 ccm Salzsaure 
+ 10cem Sublimatlésung pro Gramm Muskulatur habe ich 20 cem etwa 
3° iger Mercurisulfatlésung benutzt. Hierdurch wird die fiir die Bestimmung 
des Milchséuregehaltes notwendige vollstandige Fallung des Phlorrhizins 
erreicht. 

Tabelle V. 
Milchséurebildung im Froschmuskelbrei. 
(Hemmung in Prozenten.) 





m/100 Phlorrhizin m/50 Phlorrhizin 
77 93 
56 85 
73 100 
71 94 


Da laut D. Stiven (10) Extrakt aus Katzenmuskeln eine Milchsiure- 
bildung aus Glucose zu bewirken vermag, welche sogar die Milchsaure- 
bildung aus Glykogen iibersteigt, habe ich einige Versuche mit Katzen- 
muskelbrei ausgefiihrt bei Zusatz entweder von Glykogen oder Glucose. 
Die Proben habe ich wihrend der Vorperiode bei Zimmertemperatur 
stehengelassen und beim Beginn des eigentlichen Versuchs ins Wasser- 
bad von 38° gestellt. Die Versuche wurden anaerob ausgefiihrt. Die 
Versuchsdauer war 1 Stunde. Da die Milchsiurebildung wahrend der 
Vorperiode, wo die Temperatur noch niedrig ist, verglichen mit der der 


eigentlichen Versuchszeit, nur sehr gering ist, wurden bei diesen Ver- 
suchen nur eine Vorprobe benutzt, welche Phlorrhizin enthielt. Die 
Versuche sind in der Tabelle VI verzeichnet. 
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Tabelle VI. 


Milchsaéurebildung im Katzenmuskelbrei. 





Y m_/50 Phlorrhizin Hemmung in 
Normal probe £ ) 
Vorprobe Substrat ‘ Substrat : Substrat: 

Glykogen 


Glykogen Glucose Glykogen Glucose 
2,63 9.68 3,92 2.74 S1 99 
3.38 11,40 5.76 3,38 70 100 
2,94 10,71 5,07 3,06 74 9S 
3,24 7,97 4,33 3,13 77 100 


Wie aus den Versuchen ersichtlich, ibt Phlorrhizin in einer Kon- 
zentration von m/50 in den mit Glykogen versetzten Proben eine 
sehr starke, wenngleich nicht vollstandige Hermmung aus. In den mit 
Glucose versetzten Proben ist die Hemmung starker ausgesprochen 
und praktisch gesprochen vollstandig. Es ist deshalb ausgeschlossen, 
daB in Katzenmuskulatur eine Milchsiurebildung aus Glucose statt- 
findet, nachdem die Esterifizierung durch Phlorrhizin gehemmt worden 
ist. Wie sich die stirkere Hemmung in den Glucoseproben erklaren 
laBt, ist nicht ganz sicher. W. Haarmann (6) hat beobachtet, daB eine 
Milchsiurebildung aus Glykogen durch Zusatz von Glucose gehemmt 
werden kann, und es ist wohl méglich, daB die hier gewonnenen Resultate 
von dieser Beobachtung aus erklairbar sind,,obgleich ich bei den ge- 
gebenen Versuchsbedingungen eine Hemmung der Milchsaurebildung in 
phlorrhizinfreien Proben bei Zusatz von Glucose nicht nachzuweisen 
vermochte. In den meisten Versuchen mit nicht vergifteten Proben 
war die Milchsiurebildung nach Zusatz sowohl von Glykogen als von 
Glucose eine etwas gréBere als in Proben ohne Substratzusatz. In 
Normalproben scheint somit bei den gewahlten Versuchsbedingungen 
eine gewisse Milchséurebildung aus Glucose stattfinden zu kénnen, was 
aber nach Phlorrhizinvergiftung nicht der Fall ist. 


Die Phiorrhizinwirkung auf die Glykolyse in Hirngewebe und 
Herzmuskulatur, 


Da die Glykolyse in Hirngewebe, entsprechend einer ziemlich 
verbreiteten Annahme, ohne irgendwelche intermediire Phosphory- 
lierung verlaufen soll, erschien mir eine Untersuchung dariiber von 
Interesse, ob das Phlorrhizin der Glykolyse des Hirngewebes gegeniiber 
die gleiche hemmende Wirkung besitzt wie gegeniiber der Milchsiéure- 
bildung in Muskulatur. Falls dies nicht der Fall ware, wiirde man 
hierin fiir die Richtigkeit der erwahnten Annahme einen sehr wichtigen 
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Beweis erblicken kénnen. Jedoch sei sofort bemerkt, daB Phlorrhizin, 
wie sich aus den Versuchen ergibt, auch der Glykoivse im Hirngewebe 
gegeniiber eine ausgesprochen hemmende Wirkung besitzt. Dieses 


Ergebnis widerlegt selbstredend nicht direkt die Hypothese, daB dieser 


Vorgang ohne irgendwelche Phosphorylierung verliuft, scheint mir 
jedoch gegen die von vornherein nicht besonders wahrscheinliche Hypo- 
these zu sprechen. Dies um so mehr, als meine Versuche vermuten lassen, 
daB die von Ashford und Holmes (2) ausgefiihrten, anscheinend iiber- 
zeugenden Versuche nicht als endgiiltig erachtet werden diirfen. Die 
betreffenden Versuche von Ashford und Holmes sind bei ziemlich 
alkalischer Reaktion (pu 8 bis 8,6) ausgefiihrt worden, und die beob- 
achtete Milchsiurebildung ist sowohl in den phosphathaltigen als auch 
in den ,,phosphatfreien** Proben eine auffallend geringe. Meine ersten 
Versuche wurden bei einer ahnlichen Reaktion ausgefiihrt, und auch 
in diesen Versuchen war die Glykolyse eine sehr geringe und von der- 
selben GréBenordnung wie in den Versuchen von Ashford und Holmes. 
Phlorrhizin zeigte in diesen Versuchen keine Hemmung (s. Tabelle VII A), 
aber in Versuchen bei normaler Reaktion (px 7,2 bis 7,3) (Tabelle VITB), 
in welchen die Milchsdiurebildung weit gréBer ist und den Warburgschen 
Werten fiir die anaerobe Glykolyse im Hirngewebe entspricht, ist die 
Hemmung sehr ausgesprochen. Somit diirfte kein Zweifel dariiber 
bestehen, daB die Hemmung bei mehr alkalischer Reaktion nicht den 
Phosphorylierungsvorgang an sich betrifft, sondern daB die hier die 
Milchsaiurebildung beschrinkende Reaktion an anderer Stelle in der 
Reaktionskette zu suchen ist. Weder bei Versuchen, das Phosphat zu 


Tabelle VII. 








mg Milchs&iure pro g Hemmung 
Vorprobe Normalprobe = m/50 Phlorrhizin | %o 
A. Reaktion: px etwa 8,3. 
2,75 4,50 4.68 0 
2.68 4,50 4.34 9 
2.84 3,38 3,30 15 
2,70 3,93 3,70 18 
1,89 2,63 2,66 0 
2,16 2,96 2.96 0 
2,29 3,14 8,21 0 
1,88 2.82 2,97 0 
B. Reaktion: pq 7,2—7,3 (Bicarbonat-Kohlensaurepuffer) *. 
2,14 7,78 3,72 72 
2,16 7,45 4,43 58 
2,40 7,82 3,77 75 


* Das Phlorrhizin wurde durch Erwarmung gelist, Natronlauge bis py 7,3 hinzugefiigt 
und aus der in dieser Weise hergestellten m5 Lisung wurde, ehe Auskristallisierung anfiingt, 
0,leem pro cem Reaktionsgemisch abpipettiert. Bei 38° bleibt dann das Phlorrhizin gelist. 
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entfernen (Ashford und Holmes), noch durch Hemmung der Phosphory- 
lierung mittels Phlorrhizin in Konzentrationen in Héhe bis zu m/50 
velingt es offenbar in diesem px-Bereich, die Phosphorylierung so stark 
zu hemmen, daB in diesem Vorgang die beschrankende Reaktion erblickt 
werden darf. 
Tabelle VIII. 
Manometrische Messung der Milchsaurebildung im Hirngewebe. 
Gewebemenge 0.1 g Frischgewicht. Reaktionsgemisch I] cem. Bicarbonat 
0,.26°,. CO, 5 bis 6°,. py 7,3 (kolorimetrisch gemessen). Temperatur 37°. 
Herstellung der Phlorrhizinproben siehe FuBnote Tabelle VII. 





emm CO, pro 30 Min. 

Min. a - Hemmung 
Normalprobe ae O10 
30—60 43 16 63 
60—90 35 iF) 74 
0—30 62 33 47 
30 - 60 ay ) 14 72 
0—30 65 20 69 
30—60 49 10 80 
0—39 64 35 44 
60—90 45 11 75 
0—30 63 34 46 
30—60 52 18 66 


In simtlichen bei normaler Reaktion ausgefiihrten Versuchen ist 
die Hemmung der Glvkolyse, wie bereits erwihnt, sehr ausgesprochen. 
Dies gilt sowohl von Versuchen, wo die Milchséiurebildung auf chemischem 
Wege bestimmt wurde, als auch von Versuchen mit manometrischer 
Bestimmung der Glykolyse. Die Gegenwart von mit NaOH bis py 7.3 
neutralisiertem Phlorrhizin fiihrt eine ziemlich erhebliche Retention 
(40°,) herbei. Eine so erhebliche Retention bringt eine gewisse Un- 
sicherheit in die manometrische Bestimmung: die gute Ubereinstimmung 
der ermittelten Hemmungsgrade der Versuche mit chemischer und mit 
manometrischer Bestimmung deutet aber darauf hin, daB die letzteren 
zuverlassig sind. Wie aus den Versuchen mit manometrischer Be- 
stimmung der Milchséiurebildung ersichtlich, ist die Hemmung der 
Milchsaéurebildung eine schnell fortschreitende. 
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In meinen Versuchen tiber die Glykolyse in Herzmuskulatur mi: 
Glucose als Substrat ist es mir nicht gelungen, eine ebenso stark: 
Glykolyse zu erreichen, wie sie von anderen Forschern beobachtet wurd: 
Meine Versuche zeigen immerhin eine wohlausgesprochene Hemmuny 
der Glykolyse durch Vergiftung mit Phlorrhizin (Tabelle LX). 


Tabelle LX. 


Milchsaurebildung in Herzmuskulatur (Kaninchen). 





mg Milchsiure pro g Hemmung 


» Vorprobe " Normalprobe ‘m/50 Phlorrhizin 0. 
2,96 4,94 4.07 44 
2,12 8,10 2.34 77 
2.96 4,21 3,10 89 
2,38 3,64 8,02 49 


Die Erscheinung, daB die Glykolysehemmung in den Versuchen 
sowohl mit Hirngewebe als mit Herzmuskulatur etwas geringer ist als 
die in Muskulatur bei der gleichen Phlorrhizinkonzentration beobachtete 
Hemmung, darf meiner Ansicht nach nicht zugunsten der Auffassung 
gewertet werden, daB eine Phosphorylierung fiir die Milchsaiurebildung 
aus Glucose in diesen Geweben eine geringfiigigere oder gar keine Rolle 
spielen sollte. Ein unerheblicher quantitativer Unterschied der erzielten 
Hemmung darf uns nicht wundern, da, wie bereits erwihnt, das Ver- 
halten des Phosphorylierungsvorganges auch in anderer Beziehung 
ein verschiedenes ist, je nachdem, ob das Substrat Glykogen oder 
Glucose ist. Der Unterschied ist, wie erwihnt, mutmaBlich darauf 
zurickzufiihren, daB das Glykogen nicht erst vor stattfindender Phospho- 
rylierung zu Glykose abgebaut wird, sondern da die Phosphorylierung 
sozusagen ein Glied der Spaltung zu Glucose darstellt. Ubrigens wird 
einfach ein Unterschied der Geschwindigkeit, mit welcher das Phlorrhizin 
in die verschiedenen Gewebe eindringt, kleinere Schwankungen des 
4 Hemmungsgrades erkliren kénnen, so z. B. die deutlich fortschreitende 
Hemmung bei Hirngewebe und die sehr vollstandige Hemmung in den 
Versuchen mit Trockenhefe. 


SSATP AT 
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i Die Bedeutung der gewonnenen Ergebnisse fiir die Auffassung der allgemeinen 
Phlorrhizinvergiftung. 

Ich méchte mich an dieser Stelle nicht an der noch bestindig im 

FluB befindlichen Diskussion iiber die Frage beteiligen, wie die all- 





gemeine Phlorrhizinvergiftung aufzufassen ist, ob als rein renale Wirkung 


: oder als eine mit einer allgemeinen Stoffwechselwirkung kombinierte 
renale Wirkung. Nur soviel sei hier hervorgehoben: Meine hier mit- 
geteilten Versuche erweisen, daB das Phlorrhizin eine ausgesprochen 





tler 


nen 
besi 
jedi 
ein 
a Is 
ibe 
28 
Ka 
ein 
eTZ 
in © 
nat 
kor 
Be: 
der 
sag 
Ga 
wit 
des 


gel 


als 
Au 
Ph 
Gh 
Di 
ne 
be 


au 
be 


bi 


ell 








ur mit 
stark: 
wurd 
mmuny 


ichen 
st als 
htete 
ssung 
dung 
Lolle 
elten 
Ver- 
hung 
oder 
irauf 
pho- 
rung 
wird 
1izin 
des 
nde 
den 


> im 
all- 
ung 
rte 
nit - 
hen 








Hemmung v. Esterifizierungsvorg. als Ursache d. Phlorrhizinwirkung. 210 


hemmende Wirkung auf die enzymatische Kohlenhydratspaltung 
besitzt, und zwar bereits in ziemlich maBigen Konzentrationen, deutlich 
jedoch erst in Konzentrationen, welche mit den fir die Herbeifihrung 
eines Phlorrhizindiabetes gewohnlich angewandten Gaben verglichen, 
als sehr hoch bezeichnet werden miissen. Orientierende Untersuchungen 
iber die Phlorrhizinkonzentration in’ verschiedenen Organen aus 
2 Stunden nach subcutaner Injektion von 2g Phlorrhizin getéteten 
Kaninchen haben erwiesen, daB nur in den Nieren, in welchen offenbar 
eine erhebliche Phlorrhizinkonzentrierung eintritt, Konzentrationen 
erzielt werden, welche diejenige Héhe erreichen, bei der in Versuchen 
in vitro eine ausgesprochene Wirkung auf den Esterifizierungsvorgang 
nachweisbar ist. Besonders sei hervorgehoben, daB die Phlorrhizin- 
konzentration in der Leber eine sehr geringe ist. Genaue quantitative 
Bestimmungen liegen noch nicht vor, sind aber in Vorbereitung. Aus 
den orientierenden Versuchen laBt sich indessen bereits mit Sicherheit 
sagen, da durch Vergiftung des intakten Tieres mit den tiblichen 
Gaben sicher nur auf die Nieren eine Wirkung der Art zu erwarten ist, 
wie sie in meinen Versuchen in vitro beobachtet wurde. Ich meine 
deshalb, daB meine Versuche, obgleich sie mit Deutlichkeit eine All- 
gemeinwirkung des Phlorrhizins auf den Kohlenhydratstoffwechsel 
feststellen, trotzdem zugunsten der Auffassung des Phlorrhizindiabetes 
als einer rein renalen St6érung zu werten sind. Als Bekraftigung der 
Auffassung, daB die Hemmung von Esterifizierungsvorgingen durch 
Phlorrhizin die eigentliche Ursache der vom Phlorrhizin bewirkten 
Glykosurie ist, sei auf die von mehreren Forschern [{z. B. Al/am und 
Dickson (1)| beobachtete Erscheinung hingewiesen, da Phlorrhizin 
neben der Glykosurie auch eine gesteigerte Phosphatausscheidung 
bewirkt. 
Zusammenfassung. 

Phlorrhizin tibt in Konzentrationen von m/200) bis m/50 
Phosphorylierungs- und Dephosphorylicrungsvorgangen gegenuber cine 
ausgesprochen hemmende Wirkung aus. In gleicher Konzentration 
bewirkt das Phlorrhizin eine entsprechende Hemmung der Milchsaure- 
bildung, sei es aus Glykogen oder aus Glucose als Substrat. 

Auch die Glykolyse im Hirngewebe wird durch Phlorrhizin gehemmt, 
so daB es nicht moéglich war, eine Bekraftigung der Auffassung zu ge- 
winnen, daB die Glykolyse im Hirngewebe keine Esterifizierung involviert. 

Nach Injektion der zwecks Hervorrufung eines Phlorrhizindiabetes 
iiblichen Gaben wird nur im Nierengewebe eine genugende Phlorrhizin- 
konzentration erreicht, um eine Hemmung von Esterifizierungsvorgangen 
erwarten zu kénnen. 

Die Versuche stiitzen die Annahme des Phlorrhizindiabetes als 


einer rein renalen Storung. 
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Die Versuche sprechen zugunsten der Auffassung, daB das ,,aktive’ 
Glied der Riickresorption von Clucose in den Tubuli der Nieren in eine: 
Phosphorylierung bestehe, und daB die Wirkung des Phlorrhizins aut 
einer Aufhebung der letzteren beruht. 
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Die Wirkung von Phlorrhizin auf die Glucoseresorption. 


Von 


Einar Lundsgaard. 
(Aus dem medizinisch-physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen. ) 
(Eingegangen am 26. Juni 1933.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Wie in der vorstehenden Arbeit berichtet wurde, besitzt das 
Phlorrhizin Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsvorgaingen 
gegeniiber eine ausgesprochen hemmende Wirkung. Es ist natirlich, 
zwischen dieser Wirkung und der von der Allgemeinvergiftung (Phlor- 
rhizindiabetes) her wohlbekannten Hemmung bzw. Aufhebung der 
Riickresorption von Glucose in den Tubuli der Nieren einen Zusammen- 
hang zu suchen. Hiernach sollte die aktive Riuckresurption von Glucose 
in der Niere eine Phosphorylierung der Glucose involvieren. Diese 
Auffassung steht mit der vom Institut Verzars geiuBerten Vermutung 
in Einklang, daB Phosphorylierungsvorginge fiir die Resorption der 
Kohlenhydrate durch die Darmwand eine Rolle spielen, eine Auf- 
fassung, welche jiingst ver6ffentlichte Versuche (1) befiirworten. Nach 
subcutaner Eingabe von Phlorrhizin in den tiblich angewandten Gaben 
wird ausschlieBlich in den Nieren eine derartige Konzentration des 
Giftstoffes erreicht, daB sich eine Hemmung von Phosphorylierungs- 
vorgaingen geltend machen kann. Eine Wirkung auf die Darmresorption 
steht deshalb nach subcutaner Eingabe nicht zu erwarten. Dagegen 
wire zu vermuten, daB eine Vergiftung des Darmepithels durch direkte 
Injektion einer bemessenen Phlorrhizinlésung in den Darm erreichbar 
sei. Behufs Herbeifiihrung einer lokalen Vergiftung der Darmschleim- 
haut miBte Phlorrhizin von vornherein besonders wohlgeeignet er- 
scheinen. Die fiir eine Injektion in den Darm erforderlichen Mengen 
sind relativ gering, und zwar derart gering, daB eine allgemeine Gift- 
wirkung ausgeschlossen ist. Die geringe Resorbierbarkeit sichert eine 


langdauernde Einwirkung auf das Darmepithel. 
g £ ] 
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Methodik. 


Die Versuche wurden teils an Kaninchen, teils an Katzen ausgefiihrt 
Die Katzenversuche wurden unter Chloralnarkose, die Kaninchenversuch: 
entweder unter Urethannarkose oder derart ausgefiihrt, das das Tier i: 
Athernarkose operiert wurde, wonach die Narkose unterbrochen wurd: 
Nach Beendigung des Versuchs wurden die Tiere durch Genickstich getotet 

Zwei gleich lange und unmittelbar aneinander grenzende Darmstiick: 
wurden isoliert und winkelférmige Glaskaniilen in jedem Ende eingebunden 
Die Darmstiicke wurden sorgfaltig mit Ringerlésung durchgespiilt, wonac] 
die .Glaskaniilen mit einem kurzen Stiick Gummischlauch verbunde: 
wurden, so daB jedes Stiick einen geschlossenen Ring bildete. Durch ein: 


durch die Wand des Gummischlauchs geleitete Kaniile wurden dann in 


jJedes Darmstiick abgemessene Lésungsmengen injiziert. Hiernach wurd: 
die Bauchwand zugemacht. Nach Beendigung des Versuchs wurde das 
Tier getétet, die isolierten Darmstiicke wurden herausgeschnitten, tibe1 


einer Porzellanschale ge6ffnet und reichlich mit Ringerlésung durchspiilt. 


Darminhalt nebst Spiilwasser wurden fiir beide Proben auf gleiches Volumen 
90 


aufgefiillt und analysiert. Die injizierten Lésungen enthielten 2°, Glucose 


15°, einer Aminoséure (Glykokoll oder Glutaminsaure). Die in das eine 
der Darmstiicke injizierte Lésung enthielt auBerdem 0.02 mol. Phlorrhizin, 
eine Konzentration, welche nach den in der vorstehenden Arbeit mit- 
geteilten Versuchen auf Esterifizierungsvorgiinge eine besonders  aus- 
gesprochene Wirkung tibt. Die Glucose wurde im Darminhalt nach Hagedorn 
Jensen bestimmt. Um das Phlorrhizin, welches bei Hagedorn-Jensens 
Methode eine kleine Reaktion gibt, zu entfernen, wurden die Proben vor 
der Zuckerbestimmung mit der in der vorstehenden Arbeit erwahnten 
Mercurisulfatlésung behandelt. Das Quecksilber wurde durch Schwefel- 
wasserstoff, der Schwefelwasserstoff mittels Luftdurchblasen entfernt. 
wonach die Proben neutralisiert wurden. Der Aminosduregehalt wurde 
mit Mikrokjeldahl nach Fallung mit Trichloressigsaure bestimmt. 


Tabelle I. 


Resorption in Prozenten der injizierten Menge. 





Versuchs- Normalstiick Phlorrhizin 
’ Narkose dauer — oe 8 
Std. Glucose Aminos&ure Glucose Aminoséure 
Kaninchen Urethan 1 21 69 i) 68 
“ “ 2 109 91 20 60 
9 - 2 68 67 15 56 
* Ather 1.5 88 88 36 84 
a a 1,5 84 47 4* 38 
” ~ 1,5 82 20 6* 20 
Katze Chlor 1.5 70 95 46 91 
f Z 1.5 63 57 21* 59 
Durchschnitt: 72 67 19 60 


In den mit * vermerkten Versuchen wurde das vergiftete Darmstiick 
vor Injektion der Glucose-Aminosaure-Phlorrhizinlésung 15 Minuten mit 
einer 1°.ig. Phlorrhizinlésung vorbehandelt. Die Aminosaéure war in den 
beiden letzten Kaninchenversuchen und im letzten Katzenversuch Glutamin- 
siure, in den iibrigen Versuchen Glykokoll. 
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In den Katzenversuchen wurden im vergifteten Darmsttick eine ziemlich 
hebliche Schleimsekretion beobachtet. In samtlichen Versuchen entlielt 
las vergiftete Darmstiick am SchluB des Versuchs eine grobere Flussigkeits- 

enge als das Normalstiick. Es ist méglich, daB eine Hemmung der Wasser- 
sorption wegen der osmotischen Wirkung der (hucose die in einzelnen 
Versuche beobachtete Herabsetzung der Resorption der Aminosiiure 


ter 
vermag. Die Aminosiure- 


un vergifteten Darmabschnitt zu erklaren 
resorption war jedoch nur in einzelnen Versuchen erkennbar gehemmt. 
und der Durchschnittswert zeigt eine derart befriedigende Ubereinstimmung 
der Aminosdureresorption der beiden Darmabschnitte, dali wir berechtigt 
sind, die Wirkung des Phlorrhizins als eine selektive Hemmung der Glucose- 
resorption zu bezeichnen. 

Ein einzelner Versuch wurde in der Weise ausgefiihrt. da’ durch 
eine am vorhergehenden Tag eingelegte hohe Darmkaniile einem 
Kaninchen 6g Glucose nebst Ig in 50cem Wasser geléstes Glyvkokoll 
injiziert wurden, wonach Blutzucker (Hagedorn-Jensen) und Blutamino- 
stickstoff (Folin) wahrend der folgenden Stunden kontrolliert wurden. 
5 Stunden nach der ersten Injektion wurde die gleiche L6ésung mit Phlorrhizin 
in einer Konzentration von 0,02 mol. versetzt injiziert. Das Ergebnis ist 


aus Abb. 1 ersichtlich. 
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Abb. 1 


Blutzucker und Amino-N nach enteraler Injektion von (A) 6 g Glucose + 
50 cem Wasser und (B) nach Injektion von derselben Lisung mit Phlorrhizin m 50 


1g Glykokoll in 


Auch aus diesen Versuchen darf der SchluB gezogen werden, dah 
Phlorrhizin der Glucoseresorption gegeniiber eine spezifisch hemmende 
Wirkung ausiibt. 

Zusammenfassung. 

Phlorrhizin tibt in einer Konzentration von 0,02 mol. direkt in 
den Darm gegossen eine spezifische Hemmung der Glucoseresorption 
gegeniiber aus. Die Resorption von Aminosduren wird nicht oder nur 
andeutungsweise beeinfluBt. 

Die Versuche stiitzen in hohem Mabe die Auffassung, da} Esterifi- 
zierungsvorginge fiir die Glucoseresorption eine ausschlaggebende 
Rolle spielen. DemgemaB mu8 die Resorption von Glucose als ein 
vorwiegend ,,aktiver’’ Vorgang bezeichnet werden. 


Literatur. 


W. Wilbrandt u. L. Laszt, diese Zeitschr. 259, 398. 1933. 
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Die Bestimmung der Gesamtserumproteine 
unter verschiedenen Versuchsbedingungen. 


Von 
Siegfried L. Malowan, Berlin. 


(Aus dem Schweizerischen Forschungsinstitut fiir Hochgebirgsklima und 
Tuberkulose in Davos.) 


(Eingegangen am 27. Juni 1933.) 


In der naiheren Charakterisierung der SerumeiweiBkorper wurden 
in den letzten Jahren Fortschritte erzielt, die ergeben haben, dai 
im Serumalbumin und im Serumglobulin zwei in chemischer und 
physikalischer Hinsicht streng verschiedene EiweiBkorper zu erblicken 
sind. Im Laufe dieser Arbeiten ist die Bestimmung der Menge de: 
Gesamtserumproteine wiederholt durchgefiihrt worden, um den Einfluts 
verschiedener pathologischer Zustande auf dieselben zu ermitte!n 
Insbesondere wurden mit Riicksicht auf die Annahme proteolytischer 
Vorgiinge im krebsbefallenen Organismus an demselben zahlreiche 
Untersuchungen dieser Art ausgefiihrt. Es wurden nun diese Unter- 
suchungen von mir an einigen Krebsseren fortgefiihrt und, da sich in 
der Folge beim experimentellen Krebs bei Mausen und Ratten ein- 
deutige Befunde ergaben, an letzteren und an anderen Laboratoriums- 
tieren geprift, wie sich der durch Aufenthalt in atmospharischem 
Unterdruck cinstellende Sauerstoffmangel im Gesamteiwecibgeha!t 
des Serums dieser Tiere auswirkt. 

Im Hochgebirge wurden Serumuntersuchungen beim Menschen und 
bei den Laboratoriumstieren mittels Elektrodialyse angestellt (1). Bei 
letzteren zeigte sich keine Anderung gegeniiber den Tieflandswerten, bein 
Menschen nur dann, wenn sie dauernd im Hochgebirge lebten. Der Unter 
schied ist jedoch so klein, daB er keinen SchluB auf eine wesentliche Beein 
flussung der Serumstruktur des Blutes zulaBt. Auf der gleichen Link 
liegen spater durchgefiihrte Untersuchungen. Die sich jahrelang in Davo 
aufhaltenden Personen zeigten, wenn auch die Zahl der untersuchte: 
Personen klein war, einen deutlich héheren EiweiSwert: die Personen mit 
nur voriibergehendem Aufenthalt zeigten dagegen keine bestimmten Ve 
anderungen. Starkere eindeutige Wirkungen fanden Elias und Tauber 
haus (1) bei einige Tage im Unterdruck befindlich gewesenen Kaninchen 
Sie stellten eine starke Albuminzunahme neben geringerer Globulinzunahni 
fest. Der Quotient 4 :G war damit um etwa ein Drittel gestiegen. 
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Bestimmung der Gesamtserumproteine. 225 


Experimentelles. 


Die Gesamtproteine wurden gravimetrisch bestimmt durch Hitzefallung 
des Serums in Gegenwart von n/10 HCl. Dieses Verfahren wurde gewahit, 
um in einer kleinen Serurmmenge gegebenenfalls mit dem Kiweil zugleich 
Reststickstoff und die Aminosauren bestimmen zu kénnen (2). 

Wenn Mineralsiuren zum Serum zugefiigt werden, tritt nach dem 
Umschiitteln eine von den Globulinen herriihrende gleichmaBige Triitbung 
ein. Wird natives Serum auf  erhitzt. gelatiniert dasselbe mit schwacher 
Triibung., ohne das in der ersten Zeit sich eine Fallung bemerkbar macht. 
Wird aber erwarmtes Serum tropfemweise mit n lO HCl versetzt, tritt 
sofort Ausflockung des EiweiBes ein. Als WKoagulationstemperatur des 
menschlichen Serums wurde 73.3° angegeben, und leem Serum ertorderte 
zur maximalen Niederschlagsbildung 5 cem n/160 HC1(3). Die Flockung 
wird dureb die Instabilitaét der Globuline im Bereich des isoelektrischen 
Punktes verursacht. Wahrend die Reaktion des Serums wie der Kérper- 
fliissigkeiten im allgemeinen in der Nahe des Neutralpunktes liegen, be- 
findet sich der isoelektrische in bezug auf den Neutralpunkt im sauren 
Gebiet, und zwar liegt ersterer des Serums bei einer héheren Saurekonzentra- 
tion als des reinen Globulins. Wenn der isoelektrische Punkt des Albumins 
erreicht ist, befindet sich das Globulin wieder im Lésungszustand und wird 
deshalb schwerer fallbar. Die Saurebehandlung des Serums in der Hitze 
bedeutet sowohl Fallung wie Denaturierung und Koagulation. Nach 
M. Spiegel (4) wird das Pseudoglobulin durch Saéuren denaturiert, nach 
Wu (5) auch das Albumin. Nach des letzteren Anschauung besteht die 
Koagulation in einem Verschwinden bindungsfahiger Gruppen. Dies deckt 
sich wohl mit der Ansicht, daB im EiweiB wahrend des Erhitzens wiasseriger 
Albuminlé6sungen wahrscheinlich Ringbildung zwischen den endstandigen 
Carboxylgruppen und Amidogruppen des Proteins erfolgt. 

Die einzelnen Seren verhalten sich gegeniiber Ausfalhing verschieden. 
Bei Aussalzung mit Ammonsulfat la6t sich Kaninchenserum nur bis zu 
56°, der Sattigung. Pferdeserum bis zu 60°, der Sattigung, Menschen- 
und Hundeserum bis 62°,, Sattigung klar niederschlagen. 

Von klarem, nichthaémolytischem Serum wurde Ieem in- einem 
gewogenen Zentrifugenglas mit destilliertem, CO ,-freiem Wasser verdiinnt, 
und n 10 HCl bis zum Umschlag empfindlichen Lackmuspapiers zugefiigt. 
Meistens sind hierzu 0,3 bis 0,4 cem HCl nétig. Dieses Quantum entspricht 
wohl auch der oben von Lorber angegebenen, die Fallung hervorrufenden 
Menge HCl. Hierauf wird das Zentrifugenglas in ein aut 75 bis 80° er- 
wairmtes Wasserbad hineingestellt und 4 bis 5 Minuten darin helassen, bis 
das EiweiB in schweren Flocken koaguliert und die tiberstehende Fliissigkeit 
nicht mehr viskos und klar und farblos erscheint. Hierauf wird zentrifugiert, 
die tiberstehende Fliissigkeit zu weiteren Bestimmungen verwendet, der 
Niederschlag mit Alkohol und Ather von Feuchtigkeit befreit und bei 105° 
zur Konstanz getrocknet. Die Menge HCl, bei der die vollkommene Fallung 
erfolgt, d.i. der Punkt, bei welchem die letzte Triibung verschwindet, ist 
nicht immer leicht zu ermitteln und ist von der Tierart abhangig. Hierin 
liegt die Schwierigkeit des Verfahrens. Die Messung mit dem Folien-Kolori- 
meter nach Wulff ergab, daB die Fallung des Kaninchenserums ein py 
von 5,0, die des Meerschweinchenserums ein pq von 4.8 ertordert, ent- 
sprechend etwa dem isoelektrischen Punkt des Globulins bei py 5.5 und 
dem des Albumins von py 4.99. Die ermittelte minimale Gerinnungs- 
temperatur stimmt mit der von Hammarsten gefundenen tiberein, der 
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226 S. L. Malowan: 


ein 5- bis 10°... NaCl enthaltendes Serumglobulin bei 75°, dagegen ei 


Albumin unter gleichen Bedingungen bei 85° 
Die Fallung der Eiwei8kérper des Serums kann nicht immer so geleit: 
werden, dai die tiber dem Prazipitat befindliche klare Phase auf kei: 
EiweiBreagens mehr reagiert. Eine schwache Triibung von _ kleinste: 
Globulinmengen herriihrend, die bei dem entsprechenden py wieder 


gerinnend tand. 


Losung gegangen sind, tritt zuweilen ein, welche zwar das Ergebnis ci 
Cresamt proteinbestimmung nicht zu beeinflussen vermégen, wohl aber di: 
Resultate der Aminosauretitration erhéhen. 

Es kamen bei meinen Versuchen Seren von Menschen mit Tumore: 
verschiedenster Art zur Untersuchung. Der Serumeiweifigehalt schwankt. 
zwischen 7,5 bis 9,30 g-°, bei Patientenseren wie bei Normalseren. Ratte: 
und Mause mit experimentellem Tumor gaben einen wesentlich andere 
Befund. Wahrend der Eiwei®gehalt des Serums normaler Ratten und 
Mause gleich ist demjenigen normaler Menschen, ist er bei Tumortieren 
deutlich erniedrigt, er betragt etwa 4.9 g-°., bei der Tumorratte und etwa 
4,2 g-°,, bei der Tumormaus. Die Erscheinung der Hypoalbuminose, di: 
gelegentlich bei Krebspatienten in geringem AusmaBe gefunden wurde, 
wird also bei den Tumortieren zur konstanten Erscheinung (2). Auf Kosten 
welcher EiweiBart, des Globulins oder Albumins, das Manko eintritt, wird 
bei der geringen Materialmenge nur schwer zu entscheiden sein. 

Die zu den Unterdruckversuchen bestimmten Tiere wurden in eine in 
diesem Institut konstruierte Unterdruckkammer gesetzt (1), die bei einem 
einstellbaren Barometerdruck kontinuierliche Luftzu- und -abfuhr gestattet. 
Das Blut wurde den Tieren aus der Ohrvene, der Jugularis oder durch 
Halsschnitt entnommen. 

Die Wirkung des Aufenthaltes der Tiere in sauerstoffarmer Atmosphiare 
auBert sich wie folgt. Es wird gema8 Tabelle I fiir Davoser Kaninchen ein 
Gesamtprotein von 6,15 g-°, gegeniiber 7,10 g-°, fiir das der Unterdruck- 
tiere gefunden. Codounis fand bei normalen Kaninchen 6,10 g-°, (6), fii 
Tieflandratten wird 7,40 g-°,, gegeniiber Davoser Ratten 8,0 g¢-°, und 
gegeniiber Unterdruckratten 7,75 g-°, gefunden. Bei Meerschweinchen 
finden sich gema8 Tabelle IT fiir die Davoser Tiere etwa 5.21 g-°,, gegeniiber 
5,40 g-°., EiweiB fiir die Unterdrucktiere. Die Unterschiede sind nur gering. 
zeigen aber, daB die Mdéglichkeit einer Bluteindickung als Folge eines 


_Aufenthaltes im Hochgebirge nicht von der Hand zu weisen ist. Bemerkens- 


Tabelle I. 





Kaninchen Ratten 
Nr. Fiweif Nr. EiweiB 
as g-' 
1 ;, 6,15 Normal, Davos, 630 mm 1 $20 Normal, Davos, 630 mm 
2 615 = e. 630 . 21 7,80 a a 639 
3 | 7.35 3 Tage Unterdruck 380mm [3 7,60 3 Tage Unterdruck 380 mm 
4); 640 ;'83 . Z B80 . 4; 840'5 , we 380 . 
5! 705 |4 . . 330/280 . 51 724'4 , y 380 
6.15 Normal-Durehschnitt 7.40 Durchschnitt Tieflandtiere 
6.9 Unterdruck-Durchsehnitt 7 75! Durchschnitt fiir in Unter- 
al druck gehaltene Tiere 
8.0 Normal, Davos 
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Tabelle Il. 





Meerschweinchen 


Eiweili 


Nr. C 
e-" lc 

1 5,55 Normal, Davos, 630 mm 

2 4,25 630 

3 5.15 = 630 

+ 5,90 ” . 630 

5 4.60 3 Tage Unterdruck 380 mm 

6 5,85 ae - 380 

7 5.60 eS. « © 260, 

Ss 5.48 s & “ 380 

2 5,60 a si 380 

(Serum nicht vollig zu enteiweiben ) 

5.21 Durchschnitt Normal, Davos 
545 (CS! Durchschnitt far in Unterdruck 
an | gehaltene Tiere 


wert ist auch, daB unter den Laboratoriumstieren die Meerschweinchen 
wohl den niedrigsten SerumeiweiBgehalt aufweisen. 

Die einzelnen Sera der in Luftverdiinnung gehaltenen Tiere verhalten 
sich in bezug auf EnteiweiBung verschieden. Kaninchenserum wird leicht 
klar erhalten, meistens auch Rattenserum. Nur schwierig gelingt dies bei 
normalem Meerschweinchenserum. Hat sich aber das Tier im Verdiinnungs- 
raum aufgehalten, ist eine vollige EnteiweiBung nicht mehr zu erzielen. 
Ebenso verhielt sich Menschenserum, das einer Blutprobe entstammte, 
die in etwa 1900 m entnommen wurde. Es ist bemerkenswert, da® iiber 
abnliche Erscheinungen bei der Elektrodyalyse der Eiwei®kérper 76th 
berichtet (1). 

Zusammenfassung. 

1. Wird das Blutserum des Menschen oder der Tiere auf die 
Reaktion des isoelektrischen Punktes gebracht, bewirkt Erhitzen auf 
75 bis 80° Fallung der gesamten SerumeiweiBkérper. 

2. Experimentelle Tumoren bei Ratten und Mausen  bewirken 
starkes Absinken des Gesamtserumproteingehaltes. 

3. Der Aufenthalt in gr6Berer Luftverdiinnung bewirkt bei Meer- 
schweinchen Veranderungen in der kolloidalen Serumbeschaffenheit, 
die die Fallbarkeit des Proteins erschwert. 

4. Der Aufenthalt in gréBerer Luftverdtinnung hat eine geringe 
Erhohung des Gesamtserumproteingehaltes zur Folge. 

Herrn Prof. Dr. Loewy méchte ich fiir sein Entgegenkommen und 
seine freundliche Unterstiitzung bei der Arbeit meinen verbindlichsten 
Dank aussprechen. 


Literatur. 
1) A. Loewy, Physiologie des Héhenklimas. Berlin 1932. 2) S.L 
Malowan, Arch. ft. wissenschaftl. Tierheilkde. 65, 279, 1932. 3) L. Lorber, 
diese Zeitschr. 183, 16, 1927. 4) M. Spiegel, Naturwiss. 15, 799, 1927. 


5) H. Wu, Chin. J. Phys. 3, 1, 1929. — 6) A. Codounis, C. r. Soc. Biol. 105, 
756, 1930. 
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Bakterielle Bildung von 1-(~)Amylalkohol. 


Von 
Sven Forssman (Lund). 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 2. Februar 1933.) 


Phytochemische Reduktionen von Aldehyden zu den entsprechenden 
Alkoholen sind in vielen Fallen mit girender Hefe durchgefiihrt!. Da 
in der Natur oft Erscheinungen zutage treten, die als biologische Hy- 
drierungen aufgefaBt werden kénnen, so erschien mir eine Untersuchung 
dariiber als verlohnend, ob auch bei anderen Zellen der bei Hefe sicher- 
gestellte Vorgang nachgewiesen werden kann. Die mit Hefe erzielten 
Ergebnisse hatten dargetan, daB es sich bei den sogenannten phyto- 
chemischen Reduktionen nicht um eine Dismutation der Substrate 
handelt; beispielsweise werden namlich Ketone in sekundare Alkohole 
verwandelt, und bei Aldehyden ist die Ausbeute an Alkoholen weit 
gréBer, als sie bei halftiger Disproportionierung der Carbonyl-verbin- 
dung méglich wire. Die Hydrierungen geschehen selbstverstandlich auf 
Kosten des in den erwahnten Fallen gleichzeitig umgesetzten Kohlen- 
hydrats. Von den in Betracht kommenden, der Reduktionsstufe ent- 
sprechenden Oxydationserzeugnissen ist Acetaldehyd aufgefunden, wenn 
auch nicht immer in aquivalenter Menge. Der Grund dafiir kann in 
sekundiren Verainderungen dieses Aldehyds gelegen sein, aber auch in 
der Mitbeteiligung der bei Hefenversuchen zumeist in groBem Uber- 
schuB vorhandenen Leibessubstanzen der Pilze oder ihrer Zerfalls- 
produkte. 

Phytochemische Reduktionen, die klar als solche erkannt werden 
kénnen, sind mit Mikroben nur ganz vereinzelt ausgefiihrt. Es liegt 
hieriiber nur eine Untersuchung von C. Newberg und E. Simon? vor, 
die mit dem Bacterium coli und dem Bacterium lactis aerogenes zum 
Ziele gelangten. Die genannten Autoren haben gezeigt, daB die beiden 


' Literatur bei C. Neuberg u. G.Gorr, Phytochemische Reduktionen ; 
Oppenheimer-Pincussen, Methodik der Fermente 8, 1212, 192s. 
2 C. Neuberg u. E. Simon, diese Zeitschr. 190, 226, 1927. 
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Bakterielle Bildung von |-(—)Amylalkohol. 


zur Gruppe der unechten Milchsaurebildner gehérenden Kleinlebewesen 
im Sinne einer phytochemischen Reduktion aus Iso-valeraldehyd den 
Iso-amylalkohol, aus p-Xylochinon das Xylohydrochinon und aus 
Natriumthiosulfat Schwefelwasserstoff hervorbringen. Wie die Autoren 
erwogen haben, kénnen die mit B. coli sowie B. lactis aerogenes be 
wirkten Reduktionen in Zusammenhang mit dem Umstand stehen, daB 
die betreffenden Erreger freien aktiven Wasserstoff entwickeln. Da 
dieser Stoffwechseltypus selten ist, habe ich meine Aufmerksamkeit 
auf einen anderen bakteriellen Vorgang gerichtet, bei dem kein freier 
Wasserstoff auftritt. Gepriift habe ich das Termobacterium mobil: 
Lindner. Man weil, daB dieser Erreger Zucker praktisch in der 
gleichen Weise wie Hefe zerlegt, indem er in ganz tberwiegendem 
Mabe Athylalkohol und Kohlendioxyd als desmolytische Produkte im 
Aquivalentverhaltnis hervorbringt. 

Fiigt man zu einer durch Termobakterien in lebhafte Garung ver- 
setzten Zuckerlosung unter den im experimentellen Teil beschriebenen 
Bedingungen racemischen Valeraldehyd (d, l- Methyl-dthyl-acetaldeh yd), so 
wird dieser praktisch quantitativ zu Amylalkohol reduziert. Die Um- 
wandlung erfolgt partiell asymmetrisch, indem das abgeschiedene Methyl- 
ithyl-carbin-carbinol im Betrage von 17°, einen CherschuB an rechts- 
drehender Form enthielt. 

Bei der phytochemischen Reduktion des racemischen Valeraldehyds 
mit Hefe!' verlauft der ProzefS gleichfalls asymmetrisch. Hier entstand 
aktiver Amylalkohol, und zwar die lavogyre Form, die zufallig auch in 
einem ahnlichen Prozentverhaltnis (bis 16°.) vorhanden war. Beschrieben * 
ist, daB ber phytochemischen Reduktionen sogar durch den gleichen Er 
reger aus bisher nicht ganz ersichtlichen Griinden gelegentlich die ent 
gegengesetzt drehenden Antipoden auftreten kénnen. 

Den gewonnenen Amylalkohol habe ich durch Siedepunkt und 
Analyse cindeutig charakterisiert. Neben Amylalkohol wurde an Hand 
der Lewinschen Reaktion Acetaldehyd nachgewiesen, doch ist dieser 
Kérper nicht in Form eines Derivats abgeschieden. 

Der besonders glatte Verlauf der phytochemischen Reduktion in 
dem von mir gepriiften Fall weist auf die Verbeeitung hin, die dieser 
Vorgang besitzt, und spricht dafiir, daB im Grunde der Mechanismus 
der gleiche ist, wie er sich bei der Hefe konstatieren laBt. 

Zu einer Lésung von 20g Rohrzucker in 200 cem sterilem Leitungs- 
wasser fiigte ich 250 cem einer Aufschwemmung von Termobakterien in 
keimfreiem Leitungswasser, die rund 10g Trockensubstanz entsprachen. 
Als nach kurzer Aufbewahrung bei 36° die Kohlensaéure-entwicklung im 
Gange war, wurden 2,5cem frisch rektifizierten d, l-Methyl-athyl-acet- 


©, Neuberg u. M. Ringer, diese Zeitschr. 90, 388, 1918. 
2 O, Neuberg u. A. Lewite, ebenda 91, 257 
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230 Sven Forssman. 


aldehyds vom Kp. 92°, in etwa 10cem ganz reinem absolutem Alkoho! 
gelést, vorsichtig hinzugetropft. Ungefihr 8 Stunden nach Zugabe der 
ersten Anteile verlangsamte sich die Gaérung merklich. Nachdem der ge- 
samte Valeraldehyd eingeflossen war, wurde das Gargut 18 Stunden bei 
36° belassen; darauf wurde eine Lésung von 10g Rohrzucker in 100 cen, 
keimfreiem Leitungswasser beigegeben und das Reaktionsgemisch weitere 
48 Stunden bei 36° aufbewahrt. Das gesamte 600 cem betragende Gemisch 
wurde nunmehr der Wasserdampfdestillation unterworfen. Die in einem 
Anteil des Destillationsriickstandes vorgenommene Zuckerbestimmung nach 
Lehmann-Maquenne lehrte, daB der angewendete Zucker zu 91°, vergoren 
war. Das Destillat, in dem die Anwesenheit von Acetaldehyd durch kraftige 
Blaufarbung mit Nitroprussidnatrium und Piperidin nachzuweisen war, 
wurde durch anreichernde Destillation bis auf ein Volumen von 40 ccm 
vebracht und die Endlésung sodann mit Ather extrahiert. Zur Ent- 
fernung von Acetaldehyd wurde die atherische Schicht dreimal mit 
Natriumbisulfitlésung ausgeschiittelt. Nach dem Trocknen iiber frisch 
gegliihtem Natriumsulfat wurde der Ather am zweikugeligen Birektifikator 
verJagt und der restierende Amylalkohol destilliert. Kp. 127 bis 129°. 
Ausbeute: 1,8 g Amylalkohol, d.h. 90°,, der Theorie. 


x + 1,639; ~=2; [a]f + 1,019. 
Der Alkohol enthielt somit 17,1°,, UberschuB an rechtsdrehender Kom- 


ponente. 
Zur Analyse wurde der Amylalkohol nochmals destilliert. Kp. 128 
bis 129°. 
4,484 mg Substanz lieferten 11,130 mg CO,, 5,440 mg H,O. 
C5H,,0. Ber.: C = 68,10°,, H 13,73 °o3 
(88.1) gef.: C = 67,70°,, H 13,58 °,. 
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Uber das Enzymsystem des Termobacterium mobile 
(Pseudomonas Lindneri). 


Von 
Sven Forssman (Lund), 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 8, Februar 1933.) 


In Untersuchungen von Newberg und Kobel! und in anschlieBenden 
von Tanké? wurde gezeigt, daB fiir den enzymatischen Apparat des 
Termobacterium mobile (Pseudomonas Lindneri) auch in bezug auf die 
Teilfaktoren der desmolytischen Vorginge weitgehende Ahnlichkeiten mit 
dem Fermentsystem der Hefe obwalten. Diese Tatsache sagt aber nichts 
aus iiber das Verhalten der hydrolytischen Agenzien des genannten Er- 
regers. Gepriift habe ich zunachst einige glykosidische Substrate. Von 
Kluyver und Hoppenbrouwers® ist angegeben, dab Rohrzucker gespalten 
wird, doch betrachten die Autoren das Auftreten der Saccharase in 
diesem Falle als die Folge einer Adaption (im Sinne von Aarstrom): 
denn bei langerem Wachstum auf Glucose verschwand die Fahigkeit zur 
Vergérung von Rohrzucker. Nach meinen, in dieser Bezichung allerdings 
unvollstandigen Beobachtungen geniigt zum mindesten die einmalige 
Weiterziichtung des Termobacterium mobile Lindner auf Glucose nicht, 
seine Saccharase zum Verschwinden zu bringen. Die Vergarung von 
Glucose und Saccharose geschah durch das so kultivierte Bakterium 
im praktisch gleichen Umfange von rund 70°,, wobei der Rohrzucker 
langsamer umgesetzt wurde*. Deutlicher wurden die Unterschiede 


1 C', Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 248, 451, 1931; 247, 246, 1932. 


2 B. Tanke, ebenda 247, 482, 1932. 
» 


3 4.7, Kluyver u. W.J. Hoppenbrouwers, Arch. f. Mikrobiol. 2, 245, 
1931. 

4 Ob es sich hier um eine durch Selektionsvermégen der Bakterien- 
zymase verursachte Verschiedenheit der Géarungsgeschwindigkeiten von 
Glucose und Fructose handelt, ware noch festzustellen. 
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232 Sven Forssman: 


nach zehn Passagen in Traubenzuckermedium (s. S. 236). Wahre: 
Kluyver Vergirbarkeit von Raffinose vermiBte, konstatierte ich Spal! 
barkeit dieses Trisaccharids durch frische Termobakterien Lindner sow 
durch das aus ihnen durch Aufstreichen auf Ton bereitete Dauc: 
praparat: dabei treten Fructose und Melibiose auf. Ferner habe i: 
beobachtet, daB die frischen Bakterien auch Lactose zerlegen, wahres 
ich eine Hydrolyse dieser Galaktosido-glucose durch das erwihnt: 
Trockenpraparat bislang nicht erzielt habe. 

Von den einfachen Glucosiden habe ich mit negativem Erfoly 
z- und p-Methyl-gqlucosid, x-Methyl-mannosid, Salicin sowie Amygdali, 
geprift. Die dazu verwendeten Bakterien waren auf Bierwiirze unte 
Rohrzuckerzusatz kultiviert. Auch eine einmalige Weiterziichtung de 
in Wirze-Rohrzucker gewachsenen Kultur auf Glucose-lésung andert: 
an diesen Resultaten nichts. 

Die hydrolytische Spaltung der Raffinose fand durch frische Bak 
terien (in Gegenwart von Toluol) zu rund 60 °% statt. durch Trocken 
bakterien zu 83°). 

Zur Sicherung der Befunde habe ich auch noch Versuche mit 
reiner Melibiose vorgenommen und mich vergewissert, dal dieses [i 
saccharid gegen das Trockenpraparat resistent war. 

Hydrolyse der Lactose, die, wie zuvor angegeben, nur durch frischi 
Bakterien herbeigefiihrt wurde, habe ich zu 93°, erreicht. Den Eintritt 
der Spaltung habe ich durch Zunahme der Reduktionskraft ermittelt 

Anhangsweise berichte ich iiber einige Garversuche. 


Bakterienmaterial. 


Die Massenztichtung des Termobacterium mobile geschah durch Ff: 
M. Reymann, der ich fiir ihre Mithewaltungen verbindlichst danke, in det 
von C. Neuberg und M. Kobel (1) beschriebenen Weise, nur erhielt die ver 


‘wendete Wiirze einen Zusatz von 3°,, Glucose anstatt Saccharose. 


Fiir die Versuche mit Trockenhakterien diente ein von Newberg und 
Kobel (1. c.) hergestelltes, noch gut wirksames Praparat. 


Methodisches. 


Der Grad der fermentativen Spaltung wurde durch Polarisation und 
Bestimmung des Reduktionsvermégens nach Bertrand bzw. Lehmann 
Maquenne vertolgt. Zu diesem Zwecke wurden aliquote Teile der Versuch- 
ansaétze zunachst mit kolloidalem Eisenhydroxyd enteiweiBt. Die Drehung- 
bestimmungen wurden stets im 1l-dm-Rohr vorgenommen. 


I. Versuche mit Trockenpraparat. 


Ansatz. 


1. 20cem 1°,ige «-Methyl-mannosid-lésung, 
0,5 g Trockenpraparat, 
0,5cem Toluol. 
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2. 20cem 1° ,ige /-Methyl-glucosid-lésuny, 
0,5 g Trockenpraparat. 
0,5eem Toluol. 
3. 20cem 1°, ige «-Methyvl-ghicosid-lésung, 
0,5 yg Trockenpraparat. 
0,5cem Toluol. 
4. 20cem 1° ige Amygdalin-lésung. 
0.5 g Trockenpraparat, 
0,5ccem Toluol. 
5. 20ceem 1°, ige Salicin-losung, 
0,5 g Trockenpraparat. 
0,5 cem Toluol. 
6. 50cem 1°,ige Maltose-losung, 
0.75 ¢ Trockenpraparat. 
0,5cem Toluol. 
7. 50cem 1°, ige Lactose-losung, 
0,75 g Trockenpraiparat, 
0,5 cem Toluol. 


Kontrolle: 20 c¢em Wasser, 


x 


05g Trockenpraparat, 
0,5 c¢em Toluol. 
Die Ansaitze wurden 3 Tage im Brutschrank bei 36° aufbewahrt. 


Ergebnis: Die angewandten Glucoside (I bis 5) wurden nicht an- 


vegriffen: keine Reduktion von Fehlingscher Mischung. 


Die Polarisation der Disaccharide im 1l-dm-Rohr ergab fiir 


Maltose-ldsung (Ansatz 6) zu Beginn: x + 1,359; 
am Ende: 1,35°. 
Lactose-lésung (Ansatz 7) zu Beginn: x 0,608; 
am Ende: z 0.599, 
Kontrolle (Ansatz 8): x ~ O0,038°. 


Ansdtze, 

l. lg Ratftinose, 

0,5 g Trockenpraparat, mit Wasser aut 50 ccm aufgefiillt, 

leem Toluol. 
2. 0.2 g Melibiose (kristallisiert ), 

0,5 ¢ Trockenpraparat, mit Wasser auf 20 cem aufgefiillt, 

0,5cem Toluol. 
3. Kontrolle: 0,5 g Trockenpraparat. mit Wasser auf 20cem auf- 

gefullt, 
0.5cem Toluol. 


Die Ansatze wurden 60 Stunden bei 36° belassen. 


Anfangsdrehung der Raffinoselésumg . . . 3... °~.~«% 130° 
es. eb en WORD eo oe og Ow a ee 0,77° 


PponemmeGegertmg . ke te 0,53" 
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Diesem Wert entspricht eine 84°,ige Spaltung des Trisaccharids 
Melibiose und Fructose. Die Reduktionsbestimmung nach Lehmar: 
Maquenne zeigte eine 83° ige Hydrolyse an. 


Anfangsdrehung der Melibiose-lésung. . . . 2... % = + 0,90° 
Se ee ae ee ee ee ee + 0,92° 
Kontrolle ... . er oe eee ete sae ee ata gi oer 0,038 


Melibiose wurde somit nicht hydrolysiert. 


Il. Versuche mit frischen Bakterien. 


Die Bakterien wurden in keimfreiem Leitungswasser aufgeschwem 
lcem dieser Suspension enthielten 0,144 g Trockensubstanz. 


Ansdtze. 


1. 50cem 2°, ige «-Methyl-mannosid-lésung. 
50 ,,. Bakteriensuspension, 
5 ,,  Toluol. 

2. 50 ., 2° ige P-Methyl-glucosid-lésung, 


50 ,,. Bakteriensuspension, 
5 .,  Toluol. 
3. 50) ,, 2°.ige «-Methyl-glucosid-lésung, 
50) ,,  Bakteriensuspension, 
5 .,  Toluol. 
4. 50 2°,ige Amygdalin-lésung. 
50 ,, Bakteriensuspension, 
5 ,,  Toluol. 
5. 50) 4, 2° ige Salicin-lésung, 
50 ,, Bakteriensuspension. 
5 .,  Toluol. 
6. 50 ,, 0,97°.ige Maltose-lésung, 
50 ,, Bakteriensuspension, 
5 ,,  Toluol. 
7. 50 ., 1,68°,ige Lactose-lésung, 
50 ,,. Bakteriensuspension, 
5 ,,  Toluol. 
8. Kontrolle: 20ccm steriles Leitungswasser, 
20 ,, Bakteriensuspension, 
2 ,,  Toluol. 

Alle Ansatze blieben 70 Stunden bei 36° stehen. 

Ergebnis: Die angewandten Glucoside (1 bis 5) wurden nicht zerleg! 
(keine Reduktion mit Fehklingscher Mischung). Polarisation der Maltose- 
lésung (Ansatz 6): anfangs « = + 0,459, zum SchluB « = + 0,45° Die 
Kontrollésung zeigte kein Drehungsvermégen. 

Da die Polarisation der Lactose-lésung (Ansatz 7) bei der angewendeten 
Konzentration eine zu geringe Drehungsainderung ergab, so wurde de! 
Grad der eingetretenen Spaltung nach Bertrand bestimmt und zu 93 


gefunden. 
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rids }; Ansdtze. 
mary 1. 50cem 2° .ige Raffinose-lésung, 
SO «s Bakteriensuspension ', 
0 ~ " 
W) 85 ,, Toluol. 
y2° 
30 2. Kontrolle: 20 cem Leitungswasser, 
B 
20) ,,. Bakteriensuspension, 
2 ,, Toluol. 
Die Ansiaitze blieben eine Woche bei 36° stehen. 
ii Antangsdrehung der Raffinose-ldsung . . . . . 4. 2 0.69" 
mmt 
NE Ee ee ee ee ee ee eee 050° 
Drohumesinderane . . . 5. 6. st ttt et ee O,19° 
Der getundene Wert entspricht einer Spaltung des Trisaccharids in 
Melibiose und Fructose zu 58°... Gemabl der Reduktionsbestimmunyg belief 
sich die Hydrolyse auf 60° 
Anhang: Giarversuche, 
1. 10 cem Bakterien-suspension *, 
10) .,) «2°. ige Glucose-lésung. 
2. 10 ., Bakterien-suspension, 
6 . 2°. ige Glucose-lésung, 
1 ,, Toluol. 
3. 6 .. Bakterien-suspension, 
10... Saecharose-lésung. 
4. 10 ,,  Bakteriensuspension, 
10 ,,) -2°.ige Mannose-lésung. 
5. 10) ,,  Bakterien-suspension, 
10 ,, steriles Leitungswasser. 
Aus Je 15,0cem Gargemisch bei 35° entwickelte cem COs. 
1 2 3 4 ) 
Nach 1 Std. . ‘ 13.0 0 8.4 0 0 
Oe Ee ae 26,5 ) 18,9 0 0 
<< we Ss : 27.9 0 25,5 0 0 
~~  % 29.0 0 . 0 0 
=: > 31.1 0 ) 0.1 
= ae x : _- 0 31.4 0 O41 
‘leot . ? : pa i. 7 ae 
S Ergebnis: Reduziert auf 0° und 760mm. In 1: 27.2 cem. in 3: 27.5 cem 
Ose- ‘ ‘ : =o 0 ‘ a ‘ ‘ 
D; CO,. Spaltung in 1: 73°,. in 3: 70°... Glucose wurde also in Gegenwart 
e a“ 
: von Toluol so wenig wie Mannose vergoren. 
Termobakterien nach zehn Passagen aut Glicose geziichtet. 
‘ten 
det ? 
3 ' 10cem Bakteriensuspension enthielten 06,289 g¢ Trockensubstanz. 


2 10cem Bakteriensuspension enthielten 0.144 ¢ Trockensubstanz. 
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236 Sven Forssman. 


Ansdtze. 
1. lO0cem Bakterien-suspension |, 


10...) 2° ige Glucose-lésung. 


te 


10... Bakterien-suspension, 
lO .,) 2°. ige Saccharose-lésung. 


3. 10)... Bakterien-suspension, 
10) .,) Wasser. 


Aus je 15.0cem Gemisch bei 33° entwickelte cem COs.. 
J 2 





l 2 ) 
Nach 1 Std... . 16,0 4,2 0 
Me in i s. 25,2 10,6 0 
ee 27,8 15,4 0 
ee i 28.4 16.4 0 
~« oe 32.4 32,4 0,3 
1 


10cem Bakteriensuspension besaBen 1,163 ¢ Trockensubstanz. 


Berichtigung 


zu den Arbeiten von H. Maruyama, diese Zeitschr. 253, 161, 172, 1982. 
S. 162, Zeile 22. S. 164, Zeile 19, S. 169, Zeile 5 von unten, S. 170, Zeile 6. 
muB es heiben: statt ..zwei- bis dreistiindigem Kochen™ ..40 Minuten 
langem Kochen™. S. 165, Zeile 14, 8S. 169, Zeile 13 und 19 von unten. 
S. 170, Zeile 10, muB es heiBen: statt .,ein- bis zweistiindigem”™ ,.halb- 
stiindigem*. S. LS], Zeile 12, muB es heiBen: statt ..niedriger’’ .héher™. 
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Dipeptid-Spaltung 
in keimenden Chlorophyll-Mutanten der Gerste. 
Von 
Hans v. Euler und Birger Sjéman. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 4. Juli 1933.) 


Die chlorophyllnormalen und die chlorophylldefekten Mutanten 
der Gerste, besonders diejenigen vom Albinatypus, sind bereits mehr- 
fach hinsichtlich ihres Enzymgehaltes verglichen worden. Am auf- 
fallendsten ist bekanntlich der Unterschied, welcher sich hinsichtlich 
ihrer katalatischen Wirkung gezeigt hat: Die normalen Albinamutanten 
enthalten rund dreimal soviel Katalase als die weiBen Mutanten'. Hin- 


32. 

6 sichtlich anderer Enzymwirkungen sind viel geringere Unterschiede 
i gefunden worden; wir erinnern an die Untersuchung der Amylasen und 
n der Enzyme der Sauerstoffzehrung durch Harald Nilsson? sowie der 


h- Peroxydasen durch Runehjelm® und Forssherg?. 


Wir haben im Verlauf der letzten Jahre die Erfahrung gemacht, 
daB die weiben Mutanten eiweiBarmer sind als die griinen und dab sich 
dieses Ergebnis mit dem an Panachiiren gewonnenen deckt. Es war 
deswegen zu vermuten, dal die Enzyme des EiweiBabbaues in den 
chlorophyllfreien Laubblattern wenigstens quantitativ anders aus- 
gebildet sind als in den chlorophyllhaltigen, und diese Annahme liegt 
um so naher, als die eiweiBreichen Plasmaorgane bei den chlorophyll- 
defekten Albinamutanten auBerordentlich stark degeneriert bzw. 


Euler u. Harald Nilsson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10, Nr. 6, 1929; 
siehe auch Hereditas 138, 61, 1929. 
2 Harald Nilsson, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 10 A, Nr. 12, 1930. 
3 Euler, Hellstrém u. Runehjelm, Zeitschr. f. physiol. Chem. E82, 205, 
1929. 
4 Euler, Forssberg, Runehjelm u. Hellstrém, Zeitschr. ind. Abst. u. 
Vererb.-Lehre 59, 131, 1931. 
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238 H. v. Euler u. B. Sjéman: 


unvollstandig ausgebildet sind, was wohl nicht auf einem degenerative: 
Abbau, sondern auf einem unvollstandigen Aufbau des Plasmaeiweibe- 
beruht. 


Methodik. 


Wir haben bei der Untersuchung der normalen und defekten Albina 
mutanten eine Mikromethodik verwendet, und zwar den von Linderstrém 
Lang und Holter’ angegebenen Apparat. 


Als Substrat haben wir zunachst racemisches Alanylglycin (AG.) ver 


wendet. Da nur die eine der beiden stereoisomeren Formen, namlich die 


d-Form, gespalten wird?, entspricht die gesamte Reaktion 50°, des an 
gewandten racemischen Dipeptids. 


Wir wiahlten, um die Versuchszeiten abzukiirzen, die Enzymkonzentra- 
tion und die Spaltungszeiten so, daB die Spaltungsprozesse im allgemeinen 
30°, nicht iiberschritten. 


Die Aziditaét wurde in der Reaktionsmischung genau durch ein Puffer- 
gemisch, namlich Ammoniak + Salmiak, eingestellt und potentiometrisch 
(Wasserstoffelektrode) gemessen. Die Titrationen wurden mit 0,0511 n 
alkoholischer Salzsaéure ausgefiihrt. 


Alanyl-Glycinspaltung. Um die Reaktionsbedingungen bei eine: 
theoretisch 100°, igen Spaltung von AG. in Gegenwart verschiedene: 
Enzymlésungen zu untersuchen, wurden folgende Lésungen bereitet : 


1. 0.2920 ¢ AG. + Puffer auf 10 ccm; 
2. 0,1780 g d-Alanin + 0,1500 g Glycin + Puffer auf 10 cem. 


Die Aminosiuremengen der Lésung 2. entsprechen  stéchiometrisch 
berechneten, welche bei 100° iger Spaltung von AG. der Lésung | gebildet 
wurden. Von diesen Lésungen wurden 7 ¢mm abpipettiert und mit 7 emm 
von zwei verschiedenen Enzymlésungen gemischt, namlich 


Enzymlésung A: 2cem glycerinhaltiger Malzextrakt + 3 cem H,O 
o B: 4 ,, ie ie til, H,O 


Die Mischungen wurden unmittelbar titriert, die Volumina geben den 
Verbrauch von alkoholischer Salzséure 0.0511 n an. 





Enzymlisung 






Enzymlisung ——= eer Ditferenz Spaltung 
. Substrat + Substrat 2 
emm cmm emm 0 
RW eve ok 49,53 77,37 27,84 101,6 
ee ear 55,07 82,74 27,67 101,0 


1 Linderstrém-Lang u. Holter, Medd. fra Carlsberg Lab., 19, Nr. 4, 1931. 

* Die gleiche asymmetrische Spaltung tritt mit Pankreassaft ein 
(E. Fischer u. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 52, 1905; Euler, 
ebenda 51, 213, 1907). 
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Vorversuche mit Grimmalz. 


Aus den griinen Malzkornern wurde das Embryo herausprapariert, in 
kleine GefaBe von 0,4 cem Volumen tibergeftihrt und gewogen. Die Goetibe 
waren mit Glasstaben versehen, welche zu platten Stempeln ausgeschmolzen 
waren, so dab ihr Durchmesser dem des GetaBes entsprach, gegen welches 
ler Embryo zerstoBen wurde. Mit ciner in Kubikmillimeter geteilten Pipette 
wurden 40 ¢mm Glycerin zugesetzt, welche mittels Glasstab mit dem zer- 
stoBenen Embryo gemischt wurden. worauf wir den Glasstab wahrend det 
Iixtraktion im GefaB belieBen. Die Extraktion wurde teils bei Zimmer- 
temperatur und teils bei 30° im Thermostaten wihrend verschiedener 
Zeiten vorgenommen, dabei waren die GefaBe mit Gummihiilsen und eimem 
Glasstopfen verschlossen. 


Die Mischungen wurden nun mit 160 ¢mm Wasser verdiinnt, um 
veriihrt und iiber Nacht zur Sedimentation in den Eisschrank ygestellt. 
Um eine Lésung zu erhalten, welche, ohne die Pipetten zu verstopfen, in 
denselben abgemessen werden konnte, mubten die Lésungen zentrifugiert 
werden, wobei eine Winkelzentrifuge zur Anwendung kam. Die Peptidase- 
aktivitat wurde nun gemessen, indem wir 7 ¢mm des Extraktes mit 7 ¢mm 


0.2n AG.-Lésung, pu 7.8. mischten und die GefaBe mit diesen 
Mischungen | Stunde lang im Thermostaten bei 40° stehen lieBen; hierauf 
erfolgte die Titration. Um das HCl-Volumen einzustellen, welches der 


Hvdrolyse des Dipeptides entspricht. wurden 7 ¢mm des Substrats und des 
Enzyms gemischt und sofort eine Titration vorgenommen (Zeit 0). Diese 
Titrationswerte wurden von den vorhergehenden abgezogen und die 
Differenz umgerechnet auf Prozente des Dipeptidgewichtes zu Beginn der 
Reaktion. In dieser Weise erhiclten wir die Spaltungsprozente. Die folgende 
Tabelle gibt die Resultate an: 





Embryo, 


Frischgewicht Extraktionszeit Temperatur Spaltung 

mg Tage oC 0 
13 2 3) 37,7 
1 2 30 40.9 
15 2 30 40,2 
12 2 18 34,6 
14 2 18 46.5 
11 l 30 IS] 

S l 30 23.0 

7 1 30 20,8 


Npaltungsversuche mit den Gerstenmutanten Albina T. 


Wahrend bei den orientierenden Versuchen mit CGriinmalz der 
Wassergehalt der Embryonen nicht in Betracht gezogen wurde, muBten 
bei den definitiven Versuchen Korrektionen fiir den Wassergehalt 
angebracht werden: deswegen wurden die Trockengewichte der zu 
untersuchenden Teile des Samens ermittelt. Wir stellten also fest, 
wie viel Prozente des Frischgewichtes als Trockensubstanz vorhanden 
waren, um auf Grund dieser Bestimmungen in jeder Serie die gleiche 
Verdiinnung bis zu einem gewissen Endvolumen vornehmen zu kénnen. 


1h * 
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Die Spaltung geschah teils an 0,2 n Alanylglycin (AG.), pa = 7.8, und 
teils an 0,.2n 1|-Leucylglycin (1-LG.). pa = 8.3. 

Die Kérner wurden in !),° ig. H,O, 24 Stunden lang aufgeweicl 
und dann zum Keimen zwischen Filtrierpapier 2 bis 4 Tage gelegt 
Die Langen der Coleoptile betrugen dann 1 bis 4.¢m und die Lange 
der Primordialwurzeln 2 bis 5cem. Der Embryo wurde nun_heraus 


pripariert, und zwar einesteils bei den weiBen und andererseits be 
den griinen Mutanten. Die Trockengewichtsbestimmungen ergaben 


folgendes Resultat: 


Embryo (je 2 Stiick), Keimungszeit 3 Tage. 





Embryo, 





Mutante Frischgewicht Trockengewicht Trockengewicht 
mg mg 
| 85 10.5 12.4 | 
Griin 198 12.7 11,8 | 12,1 
| 99 11.9 12.0 
| 149 15,8 10,6 | 
Weib 61 6.5 10,6 } 10,8 
| bd 6.1 11,3 
Scutellum (je 3 Stiick), Keimungszeit 3 Tage. 
Scutellum, ein . on : 
Mutante Frischgewicht rrockengewicht Trockengewicht 
mg mg 0 
l 18 3.6 20.0 l 
‘ie 23 4.5 19.6 (on - 
Griin - -: + \ 99 47 91 '4 20,5 
{ 21 4.2 20,0 
19 3.8 20.0 
— 16 3.4 Bie tex 
Weis l 14 3.1 221 (71? 
21 4.5 21,4 


Diese Ziffern wurden vermindert, um den Wassergehalt des ge- 
samten Embryos bzw. Scutellums zu berechnen, und die Extrakte, 
welche mit 40 cmm Glycerin bei 30° wihrend 1 Tages bereitet wurden, 
wurden bis auf ein iibereinstimmendes Endvolumen verdiinnt. Spaltungs- 
zeit 1 Stunde bei 40°. 


Die Tabellen I, II, II] und IV geben die Unterschiede der Enzym- 
aktivitat an, welche zwischen weiBen und griinen Albinaembryonen 


bestehen, wenn man die Zahlen auf das gleiche Trockengewicht um- 
rechnet. Die Tabellen V, VI und VII dagegen geben die Aktivitat im 
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Dipeptid-Spaltung in keimenden Chlorophyll-Mutanten der Crerste. 


Scutellum der weiBen und griinen Albina an, ebenfalls auf das gleiche 
frockengewicht bezogen. 
Tabelle I. 
Embryo. d,l-Alanylgl vein. 


Keimungsdauer 2.5 Tage. Verdiinnung des Extraktes auf 234 crom. 





Embryo Spaltungs- 


Mutante Frisch- 


Trocken- 


Zunahme 


pro 25mg 


gewicht gewicht pro Embryo i ate eeeialiel 

mg mg emm HCl z 
| 16 La 4,24 15.3 22.5 

Weib 17 1.5 4,51 17.4 | 16.6 24,2 23.1 
| 18 1.9 4.76 17.2 | 22.6 | 
35 4,2 6,23 22.5 ) 13.4 | 

Grin 31 3,8 6.52 22.8 \ 22.3 15,0 | 15.3 
26 3.1 5.98 21.6 | 17.4 | 


Embry oO. 


Tabelle 11. 


1-Leucylglycin. 





Keimungsdauer 2 Tage. Verdiinnung des Extraktes auf 158 emm. 
Embryo Spaltungs-‘ 
Mutante Frisch- Trocken- Zunahme se 
re . vrewie ro 2.omg 
gewicht gewicht pro Embryo Sedeinune =. 
mg mg emm H¢l 
| 4 1.0 0.56 22% DD | 
Weil 21 2.3 2 66 96 15,8 10.4! 92 
11 1.2 154 5.6 | 11,7} 
31 38 2.78 10.0 6.6 ) 
Griin 17 2,1 2.05 74/91 $.8 7.6 
| 27 33 272 4s | 7.41 
Tabelle III. 
Embrvo. d. | Alanylglyein. 
Keimungsdauer 3 Tage. Verdiinnung des Extraktes auf 238 emi. 





Embryo 


Mutante Frisch- Trocken- Zunahme aati 
» rewie . » os ng 
gewicht gewicht pro Embryo Tre Fonction FO 
mg mg emm HC] 
| 18 1,9 5,29 19,1 | 25,2 | 
Web 15 1.9 5.46 19.7 } 19,2 25.9 | 25.7 
17 1.8 5,20 18,8 26.1 | 
43 5,2 8.80 31.7 15.5 
Griin 38 4.6 9.63 4.8 | 33.4 18.9 {<2 
| 35 4.2 9.38 33,8 | 0.1} 


Spaltungs-' 
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Tabelle IV. 


Embryo. d.l-Alanylgl vein. 














Keimungsdauer 2 Tage. Verdiinnung des Extraktes auf 169 crm. 
Embryo Spaltungs-' 
Mutante Frisch- Trocken- Zunahme — M 
gewicht gewicht pro Embryo wiketienamatibe 
mg mg emm HCl 
21 2.3 11,59 42.0 45.7 | 
— - — mS a & 
Weib 18 1,9 11,15 49.4 37,2 53,2 ° 45,7 
12 1.9 8,02 29,1 38,3 
P ; ‘eae \ 
28 3,4 11.89 43.1 31,6 
Grin 37 4.5 13,55 49.2 44,0 27.4) 31,1 
| 24 2,9 10,98 39,8 34.5 
lin 
Tabelle V. 3" 
Zwei Stiick Scutellum. d,l-Alanylglyein. 
Keimungstage 3. Verdiinnung des Extraktes auf 220 ¢mm. 
Seutellum Spaltungs-°/, 
Mutante Frisch- Trocken- Zunahme 30me 
gewicht gewicht pro Extrakt oe wr me 
; Trockengewicht 
mg mg emm HCl 24 
4 16 3,3 9.99 36,0 32.7 de 
§ Griin 14 2.9 8,83 31,9 33,0 » 39,5 
15 3.1 7,36 26.6 25,7 
} | 13 2,8 10,08 364 39,0 
4 Weib 12 2,5 8,12 29,3 35,2 | 38.7 
B 
4g | 13 2,8 19,80 39,0 41,8 = 
Tabelle VI. 
Zwei Stiick Scutellum. d,l-Alanylglycin. 
Keimungstage 2° ,. Verdiinnung des Extraktes auf 220 ¢mm. 
Secutellam Spaltungs-° 9 
Mutante ere # Trocken- Zunahme . pro 3,0mg 
gewicht gewicht pro Embryo Trockengewicht 
mg mg emm HCl 
: { 16 3,3 11,99 43,2 39,3 - 
\ Grin i ; : SEEN. as ae 
| 15 3.1 19,43 37.6 36.4 | 
aoa 7 12 2.5 9,74 35,5 42.6 | v 
Weib ° me wis sae 1 
| 13 2.8 9,7: 35.1 37,6 | : 
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Tabelle VII. 
Ein Scutellum. d.l-Alanylglyein. 


Keimungstage 2% ,. Verdiinnung des Extraktes auf 200 ¢mm. 





Scutellum Spaltungs- 

Mutante Frisch- Trocken- Zunahme . 

gewicht gewicht pro Embryo Pro lame 
. ’ Trockengewicht 
mg mg emm HC] 

9 1,84 9,20 33,2 27,9) 
Griin cad pg ce a 26,1 

| 8 1,67 7.42 27,5 25,1 | 
ae ( 1,27 7,85 28.3 33,4). 
Weib ol. 

| s 1.69 9,38 33,8 30,0 | 


Um den Dipeptidasengehalt der verschiedenen Teile eines Keim- 
lings! zu ermitteln, wurde der Keimling der Albinakérner in folgende 
3 Teile geteilt: 

1. Primordialwurzeln, 
2. Coleoptil — Laubblatt, 
3. Scutellum. 

Die Extraktion wurde mit 40 c¢mm Glycerin bei 30° wahrend 
24 Stunden wie friiher vorgenommen und der Extrakt mit Wasser 
verdiinnt. In den beiden folgenden Tabellen ist fiir den Wassergehalt 
der verschiedenen Teile des Keimlings keine Korrektion eingefiihrt. 


Tabelle VIII. 
Teile von drei Embryonen. d,1l-Alanylglycin. 


Keimungstage 2.75. Verdiinnung des Extraktes mit 150¢e¢mm H,0. 





Mutante Teile des Keimlings ite tein Sensiene Spaltungs-' 
mg emm Hl 

l Primordialwurzeln 12 1.77 64 
Weib Coleoptil + Laubblatter 10 1,54 5.6 
Seutellum 14 12.17 43.9 
Primordialwurzeln 43 4.47 16.1 
Griin Coleoptil + Laubblatter 19 3.16 11,4 
Scutellum 19 12.92 $6.6 


! Siehe hierzu Linderstrom-Lang u. Holters Besprechung der Peptidas¢ 
verteilung in einem wachsenden Embryo von Gerste (Medd. fra Carlsh.Lab. 
19, Nr. 6, 1931). 
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Tabelle IX. 
Teile von drei griinen Embryonen. d,l-Alanylglycin und 
1-Leucylglyein. 


Keimungstage 3. Verdiinnung des Extraktes mit 200 ¢mm H,O. 





. Spe zs-0/ 5 
Versuch ea ae Frischgewicht perieng 
leile des Keimlings 


d,l-Alanyl- _‘1-Leucyl- 


Nr. mg glycin-AG, glycin-LG. 
1 { Primordialwurzeln 37 6,2 1,6 
| Scutellum 18 45.6 23,4 
9 { Primordialwurzeln 28 5.6 i3 
2 \ Scutellum 17 41,2 15,9 


Stereo-Spezifitat bei Albinaextraktspaltungen von Leucylglycin. 

Die Keimungszeit der Albinakeimlinge betrug 2 Tage und die 
Extrakte wurden wie oben beschrieben (40cemm Glycerin, 30°, 
24 Stunden) bereitet. Als Substrat wurde Leucylglycin verwendet, 
und zwar teils die ]- und teils die d-Form, beide bei py = 8,3. Spaltungen 
bei 40° waihrend 60 Minuten. 


Tabelle X. 





Embryo : Spaltungs-°/, 


Mutante Frischgewicht é 
mg d-Form 1-Form 
— 18 0,98 7,9 
Weib 8 0 n4 new. 
26 0.22 13,4 | 
Grin 19 0,36 19,1 ° 10,3 
21 neg. 7,3 | 


Nur die ]-Form wird vom untersuchten Keimlingsextrakt gespalten. 


Zusammentassung, 

Vergleicht man bei einer chlorophyllmutierenden Gerste vom 
Albinatypus (Nilsson-Ehle) die chlorophylldefekten und die chlorophyll- 
normalen Mutanten, so findet man sowohl im Scutellum als im Embryo 
der defekten Pflanzen eine erheblich starkere Dipeptidasewirkung, 
und zwar sowohl gegeniiber d-Alanylglycin als I-Leucylglycin. 


Die eingangs erwihnten enzymatischen Unterschiede zwischen 
solchen Mutanten waren an ihren Laubblattern gefunden worden. 
Es ist nun fiir das biochemische Problem der erblichen Chlorophyll- 
defekte von Interesse, daB sich enzymatische Unterschiede zwischen 
den Mutanten auch in Embryo und Scutellum bemerkbar machen, 
also in Organen, in welchen Chlorophyll nicht auftritt. 
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Den gefundenen Unterschied der Peptidasewirkung wollen wir 
noch nicht auf einen verschiedenen Peptidasegehait der Mutanten 
zuruckfiihren. Die enzymatische Spaltungsgeschwindigkeit wird 
nimlich durch die Gegenwart von Spaltprodukten beeinfluBt!, welche 
in Seutellum und Embryo der normalen Mutanten in gréBerer Kon- 
zentration vorhanden gewesen sein kénnen. Auch eine Anderung der 
Affinitat der Peptidase zu den Substraten kann in den defekten Pflanzen 
auf Grund einer chemischen Veranderung im Enzymmolekiil ein- 
getreten sein, ev. durch Vermittlung eines Aktivators. Mit S. und 
K. Myrback hat der eine von uns® schon friiher darauf hingewiesen, 
daB keimende Gerste einen Aktivator entbehrt, welchen z. B. Lupinen- 
samen besitzen, und welcher sich im lebenden Material unter dem 
EinfluB des vorhandenen Substrats ausbildet. 

Die mikroskopische Priifung an Albinamutanten der Gerste hat 
vor kurzem ergeben®, daB in den Laubblaittern die Chloroplasten der 
defekten Mutanten stark degeneriert sind, und es soll im AnschluB 
an die hier mitgeteilten Ergebnisse untersucht werden, ob sich Plasma- 
verinderungen bei defekten Chlorophyvllmutanten auch in Embryo und 
Scutellum beobachten lassen. 


' Vel. auch Versuche von Euler u. Kertész (Ber. 61, 1525, 1928). 

> Euler, Signe Myrbdck u. Karl Myrback, Ber. 62, 2194, 1929; siehe 
auch Sato, Medd. Carlsberg Lab. 19, Nr. 1, 1931. 

3 Euler u. Bengt Bergman, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 51, 1933. 





Uber die Einwirkung von Pankreatin auf Gelatineoberflichen. II. 


Von 
Max Bergmann und Folkard Fohr. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung in Dresden.) 
(Eingegangen am 2. Juli 1933.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


In unserer ersten Mitteilung zum gleichen Thema! konnten wir 
zeigen, daB die pankreatische Auflésung von Gelatine nach einer ein- 
fachen GesetzmaBigkeit verlauft, wenn man dafiir sorgt, daB die GréBe 
der Gelatineoberflache wahrend des Verdauungsvorganges konstant 
bleibt. Beim Arbeiten mit geschwarzten Gelatinefolien von gleich- 
miBiger Dicke konnten wir das Fortschreiten der Auflésung optisch 
an der Abnahme der Foliendicke messen. Wir fanden dabei fiir die 
Auflésung der Gelatine durch ungepuffertes Pankreatin bei py 4.8: 

2= ki yF. 
Hier ist x der Abbaugrad der Gelatine, d. h. die Dicke der in Lésung 
gebrachten Gelatineschicht (die wir gewéhnlich in Prozenten der ur- 
spriinglichen, stets gleichgewahlten Schichtdicke ausdriicken), F die 
Fermentkonzentration, ¢ die Dauer der Fermentwirkung und & eine 
von den tibrigen Versuchsbedingungen abhangige Konstante. 

In Fortsetzung dieser Versuche haben wir zunachst festgestellt, 
daB dieselbe Gleichung auch gilt, wenn man die pankreatische Auf- 
lésung der Gelatine in Gegenwart verschiedener Puffer vornimmt. 

Die folgende Abb. 1 zeigt an einem Trypsin Merck von 5000 Fuld- 
Gross-Einheiten? (F.-G.-Einheiten) den geradlinigen zeitlichen Verlauf 
der Verdauung fiir verschiedene Fermentkonzentrationen in Gegenwart 
von Boratpuffer bei px 8,0 und 28°. 


' Diese Zeitschr. 250, 568, 1932. 
2 Gleiches Praparat wie in der ersten Mitteilung. 
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Die Abbildung zeigt, daB die oben angefiihrte Gleichung unter 
unseren Versuchsbedingungen bis zu einem Abbau des Substrats von 
90°, gilt, d. h. soweit, wie unsere optische Methode iiberhaupt exakte 
Feststellungen erlaubt. 
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In Tabelle I sind die Verdauungsergebnisse fiir dasselbe Ferment- 
priparat bei Konzentrationen von 0,0001 bis 0,01 und bei py 4.8 ohne 
Puffer bzw. bei pu 8,0 mit Boratpuffer wiedergegeben. 


Tabelle | 


Ferment: Trypsin Merck (5000 F.-G.-Einh.), Temperatur: 28°. 





Fermentkonzentration in ° 0.0100 0.0064 00049 0.0036 0.0025 


bei pu 8 in 71), Std. mit 





Borat puffer ak 7435 575), 53 44°, 381), 
Abbau Jj derselbe Versuch umge- 
in % rechnet auf 4 Std. 40 30°), 281), 233), 201), 
bei py 4.8 in 4 Std. ohne 
PO ie le ef 231), 20"5 19 153;, 
Fermentkonzentration in ‘ 00016 0.00009 0.0004 0.0001 
{ bei py 8 in 7}/y Std. mit 
Boratpuffer ... .. 273), 231, 131, 6 
Abbuu Jj derselbe Versuch umge- 
ma rechnet auf 4 Std... 14°, 121/, 7, 31, 
bei Py 4.8 in 4 Std. ohne 
Sr 11*/, g}), 53), 21/4 


Die Steigerung der Verdauungsgeschwindigkeit beim UChbergang 
von pu 4,8 auf px 8.0 ist zwar deutlich ausgepragt. ist aber nicht so 
betrachtlich, wie man vielleicht erwarten kénnte. 

Aus der Tabelle I ist iibrigens auch der groBe Geltungsbereich der 
Gleichung in bezug auf die Fermentkonzentration zu ersehen. — Er 


reicht tiber mindestens drei Zehnerpotenzen. 





M. Bergmann u. 


beeinflussen, findet in der Tabelle IT ihre verneinende Antwort. 


Die Frage, ob verschiedene Puffer bei pa-Werten zwischen 7,8 
bis 8,2 die Verdauungsgeschwindigkeit in stark verschiedenem Mabe 


Losungen von 0,09°, Trypsin Merck (wie oben), 2Stunden, : 





bei Puffergemisch 


Wir haben friiher aus der Proportionalitét des 


Verdauungszeit 
erfahrt. Wir haben uns nun bemiiht, diesen aus den reaktionskinetischen 
Verhaltnissen gezogenen SchluB noch auf andere Weise zu kontrollieren. 
Dies ist durch das folgende Experiment gelungen: 


LE 


Man erkennt dies, 


bei 28° aufbewahrt. 
statt. die offenbar durch einen 
anteil besorgt wird. 


von der Gelatine gebundenen 
Wir haben nun den Versuch so durchgefiihrt. da wir 
zunachst die Gelatinefolie mit Pankreatin anverdaut, 
je 50cem Wasser ausgewaschen und schlieBlich von der 1,00 mm dicken 
Obertlachenschicht 
Der Rest der Folie zeigte in reinem Wasser von 28° waihrend 
Im Kontrollversuch, bei dem die Ober- 
flache nicht entfernt war. wurde wahrend derselben Zeit die Gelatinefolie 
Damit ist erwiesen, da das gebundene Ferment 
nicht die Fahigkeit hat, schnell in die Tiefe der Gelatinefolie vorzudringen, 
sondern da® es an oder in der Oberflachenschicht gebunden wird. 


LET TTR eS Le a ee oe 


Crefriermikrotom 
entfernt haben. 
2 Stunden keine Nachverdauung. 


11°, nachverdaut. 





ie: 


NaC]-Borat 


62.5 


65 


64 


61.5 


Abbaugrades 
mit der Zeit den SchluB gezogen, daB das verdauende Ferment nicht 
mit solecher Geschwindigkeit in die Tiefe der Gelatinefolie vordringen 
kann, daBb der durch die Verdauung der Gelatine bewirkte Auflésungs- 


fortschreitender Beschleunigung 


Wie schon bei anderer Gelegenheit! von uns mitgeteilt, wird bei der 
Verdauung einer Ferments 
von der Gelatinetolie in solecher Form gebunden, daB es nicht ohne weiteres 
leicht durch Wasser ausgewaschen werden kann. 
man eine Gelatinefolie erst teilweise mit Pankreatin verdaut, dann mehrmals 
mit reinem Wasser griindlich auswascht und schlieBlich in reinern Wasser 
Es findet dann eine Fortsetzung der Gelatineverdauung 


wenn 


Ferment - 


zweimal mit 


0.30 mm 


Wir haben schlieBlich noch versucht, ein ungefahres Bild zu gewinnen 
von der Menge des Ferments, die von der Oberflache der Gelatinefolie 
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gebunden wird. Wir haben z. B. eine Geolatinefolie von 9 qem Flache und 
imm Dicke mit 50cem einer 0,16°.ig. Losung von Trypsin Merck 
5000 F.-G.-Einh.) ' . Stunde verdaut, dann zweimal mit je 50 cem Wasser 
je & Minuten ausgewaschen und schlieBlich unmittelbar anschlieBend mit 
50 cem reinem Wasser von 28° wnter den bei unserer Methode iibtichen 
experimentellen Bedingungen! verdaut. Dabei erfolgte eine Nachverdauung, 
die mit der Zeit geradlinig? fortschritt. Die GréBe dieser Nachverdauung 
hetrug nach 4 Stunden 32,75°,, der urspriinglichen Dicke der unverdauten 
Gelatinefolie, hatte also eine GréBe, als ob die Folie mit einer Ferment 


losung von 0,012°,, verdaut worden ware. Man kann daraus schtieBen, 
da®B fiir die Nachverdauung etwa noch ® ,9) der urspriinglichen Ferment - 
losung an wirksamem Ferment zur Vertiigung standen. FEinige der- 


artige Versuche sind im folgenden bildlich und tabellarisch nieder- 
gelegt. 

Wir geben zunachst in Abb. 2 den Verlauf der Nachverdauung 
von Gelatinefolien mit reinem Wasser wieder, die zuvor in Trypsin- 
lésungen von 0,04, 0,09 und 0,16°, 





Wr, —— 
vorverdaut waren. 


Wie man sieht, verlauft die Nach- 
verdauung in jedem einzelnen Falle 


§ 


geradlinig nach der eingangs bespro- 
chenen Gleichung, also genau so, als 
ob die Gelatinefolie von auBen her 


Nachabbau in % 
8 


S 





mit einer Fermentlésung bestimmter 
Konzentration in Bertihrung gebracht 
und verdaut worden ware. Man sieht 
ferner, da} bei unserer jetzigen ver- 
besserten Versuchsanstellung die Gré6Be der Nachverdauung = zu- 
sammenhaingt mit der Fermentkonzentration bei der Vorverdauung. 

In Tabelle IIT sind fiir drei Fermentkonzentrationen, mit denen 
vorverdaut wurde, die Betrige der Nachverdauung zahlenmabig wieder- 
gegeben; zum Vergleich mit diesen Zahlen sind die Zahlen aus der 
letzten waagerechten Reihe der Tabelle I aufgefiihrt. Dieser Vergleich 
zeigt fiir jeden Fall von Nachverdauung den Betrag des wirksamen 
Fermentrestes an. 








5] 
2 3 ¥ 5 
Stunden 
Abb. 2. 
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1M. Bergmann u. F. Féhr, aca. O. 

* Unsere im Collegium 1932, 8S. 757, mitgeteilte Beobachtung einer 
nicht geradlinigen Nachverdauung beruht auf der damaligen Versuchs- 
anstellung. Wir hatten damals die Folien samt dem sorbierten Ferment vor 
der Nachverdauung stets im Exsikkator zwecks Vornahme einer optischen 
Messung getrocknet. Bei dieser Trocknung erfolgte eine zusatzliche Ver- 
dauung, ohne dai die Verdauungsprodukte aus der Folie entfernt wurden, 
so daB die unmittelbar anschlieBende optische Messung fiir den vorliegenden 
Zweck einen Febler in sich birgt. Bei der folgenden Nachverdauung gingen 
diese vorgebildeten Verdauungsprodukte in Lésung und tauschten nun 
einen steileren Anstieg der anfanglichen Nachverdauung vor. 
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Tabelle LIL. 
Vergleich der GréBe des Nachabbaues bei 28° in destilliertem 
Wasser mit dem Abbau unversehrter Gelatinefolien durch 
Trypsinlésungen bestimmter Konzentration. 





Ergibt Nachabbau Abb: Entspricht im direkten 
Vorbehandlung mit in °/o der le ss el on Verdauungsversuch 
Fermentkonzentration urspriinglichen = Folie woe — einer Ferment- 
Foliendicke sabicteall konzentration von 
0,16 325), 323), 0,0121 
0,09 281), 27* 0,0081 
0,04 19 19 0.0036 


* Aus Tabelle I errechnet. 


Anhangsweise geben wir noch zwei Versuchsreihen wieder, die wir 
angestellt haben, um uns iiber den EinfluB von Temperatur und mechanischer 
Bewegung! bei unserer Methodik der fermentativen Gelatincverdauung zu 
orientieren. 

Tabelle IV. 
EinfluB der Temperatur auf die Geschwindigkeit der Verdauung. 


Trypsin Merck von 5000 F.-G.-Einh. in 0,09 ° ig. Lésung. Dauer 2! /,Stunden. 





Temperatur 220 240 26° 280 300 
ye i 31", 33}/, 41 55"\6 81 


Die Tabelle IV bestatigt uns, daB die von uns gewahlte Versuchs- 
temperatur von 28° sehr genau eingehalten werden mu, wenn nicht 
erhebliche Schwankungen der Verdauungsgeschwindigkeit eintreten 
sollen. Bei tiefer Temperatur waren diese Schwankungen viel geringer, 
aber der absolute Betrag der Verdauung in unwillkommener Weise 
verringert. 

Tabelle V.) EinfluB der mechanischen Bewegung. 


Trypsin Merck in 0,09° ig. Lésung. 258°. 








* Zahl der Schwingungen Versuchsdauer 1 Std. Versuchsdauer 2!/. Std. 
des Versuchsgefibes > — —— 
pro Min. 22 14 0 22 14 0 
Abbaum%..... 22.3 19.6 15.5 57.5 44.8 32,7 


Wir haben alle in unseren beiden Mitteilungen beschriebenen Ver- 
dauungsversuche mit 22 Schwingungen des Versuchsgefibes von 
gleichbleibender Schwingungsamplitude ausgefiihrt. Uber den EinfluB 
der Amplitude liegen noch keine Versuche vor. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen wir 


fiir die Gewaihrung von Mitteln an den einen von uns (B.) ehrerbietigen 
Dank aus. 


' Vel. diese Zeitschr. 250, 572, 1932. 
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Uber den Mechanismus 
der Sauerstoffaktivierung durch belichtete Farbstoffe'. 


Von 
Hans Gaffron. 


(Eingegangen am 7. Juli 1933.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


Das wesentliche Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist der Nachweis, 
daB die oxydierende Wirkung belichteter Farbstoffe in Lésungen, die 
auBer dem Farbstoff noch Sauerstoff und einen oxydablen Korper 
Akzeptor — enthalten, nicht auf einer Aktivierung des Sauerstoffs, sondern 
auf einer Aktivierung des Akzeptors beruht. Die am haufigsten vertretene 
Anschauung war bisher wohl die einer Ubertragung der vom Farbstoff 
absorbierten Lichtenergie auf den molekularen Sauerstoff. Dieser akti- 
vierte Sauerstoff sollte dann die Oxydation des Akzeptors bewirken. 
Ich habe in meinen friiheren Arbeiten, der Literatur folgend, selbst den 
Ausdruck ,,Sauerstoffiibertragung’ gebraucht. Damals habe ich die 
Vorstellung einer Sauerstoffaktivierung durch den belichteten Farbstoff 
stillschweigend als richtig vorausgesetzt, da sie mit den mitgeteilten 
Befunden nicht im Widerspruch zu stehen schien. Beobachtungen 
iiber den EinfluB des Sauerstoffs bei der sogenannten ,,Sauerstoff- 
iibertragung*’ haben jedoch Unstimmigkeiten zutage gebracht, die cine 
griindlichere Bearbeitung notwendig erscheinen lieBen. Quantitative 
Messungen, die ich mit dem von Ch. Moureu und Ch. Dufraisse ent- 
deckten Kohlenwasserstoff Rubren als Sensibilisator ausgefiihrt habe, 
zwingen mich zu der Annahme, daB im homogenen Medium die bekannte 
Aktivierung des Sauerstoffs erst sekundir durch Anlagerung des ge- 
wohnlichen Sauerstoffmolekiils an den aktivierten Akzeptor erfolgt. 
Anders ausgedriickt : der aktivierte Akzeptor unterliegt der Autoxydation. 


! Die Versuche zu dieser Arbeit sind im Jahre 1930 im Kaiser Wilhelm- 
Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem, ausgefiihrt worden. Fiir die Unter 
stiitzung mit Apparaten bin ich Herrn Prot. Otto Warburg und der Not 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft zu groBem Dank verpflichtet. 
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Ein weiteres Ergebnis dieser Untersuchung ist, daB die Molekiik 
des Akzeptors unter der Einwirkung des bestrahlten Farbstoffs ein: 
Aktivierung erfahren, deren Lebensdauer im Vergleich zu den 10-8 Se 
kunden der Fluoreszenzanregung als sehr lang anzusehen ist. Beid 
Tatsachen sind nicht nur physikalisch-chemisch, sondern auch fir di: 
Theorie der Kohlenséiureassimilation von Interesse. Ich denke dabei an 
die neuerdings diskutierte Méglichkeit der Beteiligung des Sauerstoffs 
am Assimilationsvorgang und an das Problem der Speicherung de1 
Energiemengen mehrerer Quanten fiir die Reduktion eines Kohlensaure- 
molekiils. 

Inhalt. 
lL. Chlorophyll und Sauerstoff. 

1. Frithere Ergebnisse. Fragestellung. 

2. Anordnung der Versuche. 

3. EinfluB der Sauerstoffkonzentration auf die photochemische ,,Sauer- 

stoffiibertragung** durch Chlorophyll und Porphyrine. 

4. Die Autoxydation geléster Farbstoffe und die Bildung von 

dissoziablen Farbstoff-Sauerstoffverbindungen. 
Il. Rubren und Sauerstoff. 

1. Das Absorptionsspektrum des Rubrens. 

2. Rubrenperoxyd. 

3. EinfluB der Intensitaét und der Wellenlange des absorbierten Lichtes 

auf die photochemische Wirkung bei der Bildung des Rubrenperoxyds. 

4. EinfluB der Sauerstoffkonzentration. 

5. EKinfluB der Rubrenkonzentration. 

6. Theorie der Bildung des Rubrenperoxyds. 

III. Vergleich der photochemischen Wirkung des Rubrens mit der des 

Chlorophylls. 

IV. Der EinfluB von Grenzflichen auf die photochemische Wirkung des 

Chlorophylls und die Assimilation der Kohlensaure. 


I. Chlorophyll und Sauerstoff. 
1. Friihere Ergebnisse. Fragestellung. 

Untersuchungen iiber die sensibilisierten photochemischen Oxydationen, 
iiber die sogenannte ,,Sauerstoffiibertragung** durch belichtete fluores- 
zierende Farbstoffe — in erster Linie Chlorophyll — haben bisher folgendes 
ergeben: Die oxydierende Wirkung, die Fahigkeit, Sauerstoff zu ,,iiber- 
tragen**, ist zwangslaéufig mit der Fahigkeit zu fluoreszieren verbunden'!. 
Es ist also der PrimarprozeB, die Aktivierung des Farbstoffes durch 
Absorption eines Lichtquantums, sowohl bei der Photoxydation wie bei der 
Fluoreszenz der gleiche. Die Lebensdauer dieses aktivierten Zustandes ist 
bekanntlich etwa 10-8 Sekunden. Damit eine photochemische Reaktion 
zustande kommt, mu8 der aktivierte Farbstoff innerhalb dieser Zeit mit 
einem anderen Molekiil reagieren; in dem uns interessierenden Falle der 
Photoxydation entweder mit Sauerstoff oder dem oxydablen Ké6rper 


1 K. Noack, Naturwiss. 14, 385, 1926; diese Zeitschr. 183, 144, 1927; 
H. Gaffron, ebenda 179, 167, 1926. 
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Akzeptor). Unter bestimmten Bedingungen kann man es erreichen, dab fiir 

jedes absorbierte Quantum unabhangig vom Energiegehalt dieses Quantums 
ein Molekiil Sauerstoff mit dem Akzeptor reagiert!. Mit anderen Worten: 
das photochemische Aquivalentgesetz ist erfiillt, die Quantenausbeute 
hat den Wert 1. 

Das erste nachweisbare Reaktionsprodukt ist meist eine Anlagerungs- 
verbindung aus Sauerstoff und Akzeptor, ein Moloxyd oder Peroxyd. 
Die Eigenschaften des entstehenden Moloxyds sind je nach der Natur 
des Akzeptors sehr verschieden. Windaus und Brinken® ist es gelungen, 
auf photochemischem Wege ein kristallisierbares Mol- oder Peroxyd des 


Ergosterins zu erhalten. Meistens sind die Moloxyde jedoch wenig 
stabil, zersetzen sich gleich nach ihrer Bildung vollstandig in Sauer- 
stoff und urspriinglichen Akzeptor, oder — der haufigste Fall reagieren 


schnell weiter unter Oxydation des Akzeptors und Bildung von Wasserstoff- 
peroxyd’. Allen photochemischen Oxydationen gemeinsam aber ist, dab 
der an der Reaktion beteiligte Sauerstoff eine dem gewéhnlichen molekularen 
Sauerstoff weit iiberlegene Reaktionsfahigkeit besitzt. Er ist, wie man sagt, 
aktiviert**. Die Frage, die in dieser Arbeit beantwortet werden soll, lautet 
nun: Auf welche Weise bewirkt die vom Farbstoff absorbierte Lichtenergie 
die erhéhte Reaktionsfahigkeit des Sauerstoffs? Man ist geneigt, hierauf 
ohne weiteres zu entgegnen: Offenbar dadurch, daB der aktivierte Farb- 
stoff bei einem ZusammenstoB mit einem Sauerstoffmolekiil seine Energie 
an dieses abgibt. Und gerade weil die Antwort auf diese Frage so einfach 
erscheint, hat man sich — soweit ich sehe — gar nicht erst der Miihe unter- 
zogen, sie griindlicher zu priifen. Es sind dagegen Theorien aufgestellt 
worden, mit dem Ziel, alle ,,photodynamischen Erscheinungen* zusammen - 
zufassen und einheitlich zu erklaren. Ich erinnere an die Theorie der ,,mole- 
kularen Elektrolyse** von E. Bauer*. Die zahlreichen, zum Teil kompli- 
zierten und vieldeutigen Versuche, die diese Theorie stiitzen, geben 
vielleicht weil sie diese Theorie stiitzen — auf die spezielle Frage nach der 
Aktivierung des Sauerstoffs keine definitive Antwort 5. 


Ich habe versucht, die Beziehungen zwischen Sauerstoffkonzen- 
tration und photochemischer Wirkung quantitativ zu verfolgen. 


2. Anordnung der Versuche. 


Um die photochemische Wirkung g (E£. Warburg) einer Lichtreaktion 
bestimmen zu kénnen, miissen wir die Anzahl der in der Zeiteinheit um- 
gesetzten Molekiile und die GréBe der wahrend dieser Zeit absorbierten 
Lichtenergie kennen. Bei den in dieser Arbeit beschriebenen Versuchen 
habe ich die chemische Wirkung manometrisch, die Lichtenergie bolo- 
metrisch gemessen. (Prinzip der vollstandigen Absorption des eingestrahlten 


1 H.Gaffron, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 60, 755, 1927. 

2 A. Windaus u. J. Brinken, Liebigs Ann. 460, 225, 1928. 

3 H. Gaffron, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 60, 2229, 1927; EF. Baur u. 
C. Neuweiler, Helv. Chimie. Acta 10, 901, 1927; Zeitschr. f. physik. Chem. 
Abt. B, 16, 465, 1932. 

4 E£. Baur, Helv. Chim. Acta 1, 186, 1918; 12, 793, 1929. Zeitschr. 
f. Elektrochem. 34, 595, 1928. 

5 H. Burgherr, Zeitschr. f. wiss. Photogr. Photochem. 24, 393, 1927; 
J. Bohi, Helv. Chim. Acta 12, 122, 1929. 
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Lichtes.) Die Anordnung ist von O. Warburg seinerzeit zur Bestimmun, 
der photochemischen Wirkung bei der Kohlensaéureassimilation benutz 
und seitdem mehrfach beschrieben worden!. Uber die Eigenschaften de 
Farbstoffe (Chlorophyll und Porphyrine) und geeigneter Akzeptore: 
(Thiosinamin) ist in einer friiheren Arbeit das Noétige gesagt worden 
Ich darf mich daher damit begniigen, auf die betreffenden Literaturstelle: 
zu verweisen *. 

Um die Versuche bei verschiedenen Sauerstoffpartialdrucken durch 
fihren zu kénnen, wurden verschiedene Gasmischungen von Sauerstof! 
und Stickstoff bzw. Argon hergestellt.  lhre genaue Zusammensetzuny 
wurde gasanalytisch ermittelt. Das Gasgemisch mit dem kleinsten Sauer 
stoffgehalt war kauflicher, reiner Stickstoff, der ungefahr 0,6 bis 0,7 ° 
Sauerstoff enthielt. Als Lésungsmittel gelangte auBer Aceton noch Pyridin 
und Benzol zur Verwendung. Die Léslichkeit des Sauerstoffs bei 18° in 


Pyridin wurde mit Xo 0,10, in Benzol mit “0, 0,164 angenommen®. 
Das Verhiltnis der gefundenen photochemischen W = @ (emm cal) 
zur berechneten photochemischen Wirkung gp, also @/ gp, ist 7, das Giite 


verhaltnis oder die Quantenausbeute. Da _ letzterer f hPa sich in dei 
Literatur‘ eingebiirgert hat, soll er auch hier benutzt werden. 


3. Der EinfluB der Sauerstoffkonzentration auf die photochemische .,Sauersto}}- 
iibertragung** durch Chlorophyll und Porphyrine. 

Bei der Photoxydation in wasseriger Lésung ist ein EinfluB der 
Sauerstoffkonzentration nachgewiesen worden®. Die Abhangigkeit der 
Reaktionsgeschwindigkeit vom Sauerstoffpartialdruck veranschaulicht 
Abb. 1. Die Form der Kurve in Abb. 1 ist leicht erklarlich, wenn man 
bedenkt, daB der gréBte Teil des wirk- 




















a samen Farbstoffs an Eiweif adsorbiert 
+, 20r-—t | ist®. Die aktivierte Farbstoff-Eiweib- 
ls, - a verbindung reagiert mit dem mole- 
ag kularen Sauerstoff, und die Ausbeute 
Ele, 700 +++ —— steigt selbstverstandlich mit der Kon- 
e| zentration des Sauerstoffes in der 

” ae ey Lésung. 

A a 7 a%E 00 Ein ganz anderes Bild erhalt man, 


wenn man Lésungen von Chlorophyll 


Abb. 1. ‘he “ee 
und Thiosinamin in Aceton untersucht, 


EinfluB des Sauerstoffpartial- 


druckes auf die Photoxydation in denen Farbstoff und Akzeptor ge- 
von Eiweifi durch belichtetes " » 
Porphyrin. trennt gelést sind. 


1 Abderhaldens, Handb. d. biolog. Arbeitsmethod. Abt. XI, Teil 4, 
S. 101, 1929; O. Warburg u. E. Negelein, Zeitschr. f. physik. Chem. 102, 


235, 1922; 106, 196, 1923. 


? Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 60, 755, 1927. 

* Fischer u. Pijleiderer, Zeitschr. f. anorg. Chem. 124, 61. 

4 Engl.: quantum yield. 

5 Diese Zeitschr. 179, 169, 1926. 

6 P. Metzner, ebenda 148, 498, 1924; H.Gaffron, ebenda 179, 168, 1926; 


G. Busch, ebenda 1, 415, 1908. 
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DaB in solchen Lésungen Farbstoff und Akzeptor getrennt sein mussen, 
veht, wie O. Warburg! gezeigt hat, daraus hervor, dali bei konstantet 
Akzeptorkonzentration eine Verringerung der Farbstotfkonzentration eine 
Steigerung der Quantenausbeute bewirkt. 

Uber die Abhangigkeit der Quantenausbeute von den Konzen- 
trationen des Farbstoffes und des Akzeptors gibt Tabelle I Auskunft. 
(Die Sauerstoffkonzentration wurde bei den in Tabelle 1 wieder- 
gegebenen Versuchen konstant gehalten.) Der merkwirdige Einfluis 
der Farbstoffkonzentration ist wahrscheinlich nichts anderes als die 
von Jean Perrin und spiter besonders von Francis Perrin? unter- 
suchte Erscheinung der Selbstausléschung fluoreszierender Farbstoffe. 


Tabelle I. 
Abhangigkeit der Quantenausbeute yy von der Farbstoff- und 
der Akzeptorkonzentration. 


Temperatur 18°. Gas: Luft. 





Konzentration Konzentration 


on. re a gefunden berechnet 
0,75. 10-5 1,54 .10°° 0,105 0,085 
| 7,5 1,54 0.44 0.46 
I. Chlorophyll 10,0 1,54 0,54 0,53 
| 10.0 0,154 0.94 0,90 
75,0 1,54 0.86 0,90 
05.1078 1,6 .10-° 0,19 017 
1,0 0,34 0.55 0.51 
5,0 1.6 0,63 0,67 
II. Mesoporphyrin 5,0 0,34 0,82 0,84 
50,0 1,6 1,08 0.96 
50,0 0,34 1,10 0,98 
590,0 1,6 1,10 1,0 
Formel fir die Versuche mit Chlorophyll: see 
ormel fair die Versuche mit Chlorophyll: j 4cA+23e¢F+1 
FE | far die V } tM a 18cA 
ormel fur die Versuche mit Mesoporphyrin: y = 18cA+21icF+1 


Als zusammenfassende Forme! ist friiher die Gleichung 


cA , 
x g or * : Kea 
? Cc ; fF +¢ P 
Go aK +1 KeA+ck 


1 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 60, 760, 1927. 

2 Jean Perrin, C. r. 177. 469, 612, 665, 1923; 178, 1401, 1924; Francis 
Perrin, C.r. 180, 581, 1925; Ann. de Phys. (10) 17, 283, 1932; man vgl. auch 
K. Weber, Fluoreszenzausléschung und Hemmung photochem. Reaktionen, 
Zeitschr. f. phys. Chem. 16, 18, 1932. 
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aufgestellt worden, in der cA die Akzeptor-, cf die Farbstoffkonzentratio: 
bedeutet. Aus dieser Gleichung folgt, daB immer dann, wenn die Farbstoft 
konzentration cf sehr klein gegeniiber dem Ausdruck K .cA ware, di 
Quantenausbeute den Wert 1 erreichen miiBte, und zwar unabhangig von 
der absoluten GréBe der Farbstoffkonzentration cA. In Wirklichkeit ist 
dies nicht der Fall. Die Gleichung soll daher durch eine andere, ahnliche. 
ersetzt werden, die auBerdem den Vorteil bietet, einer theoretischen Deutuny, 
zuganglich zu sein. Wenn k, und k, empirische Konstanten sind, dann ist 
; ky cA 
Y ’ - a)) 
kycA+hkycF+1 ( 
Lassen wir nun in einer Versuchslésung, in der wir bei einer kon- 
stanten Sauerstoffkonzentration eine durch die Gleichung (a) bestimmte 
Quantenausbeute finden, die * Sauerstoffkonzentration steigen oder 
fallen, dann andert sich die Quantenausbeute nur wenig. In Abb. 2 





08 - Abb. 2. 

V Kinflu{ der Sauerstoffkonzentration auf die 
—_—7~ Quantenausbeute bei der Photoxydation durch be- 

Q6}- lichtete Farbstoffe. 


Abszisse: molare Konzentration des Sauerstoffes 





— el in der Lésung. 
04 T Ordinate: Quantenausbeute ;. 
Kurve I: 0,1.10-2 mol. Akzeptor (Thiosinamin) : 
| — 0,1.10-2 mol. Farbstoff (Himatopor- 
—_— / phyrin). 


Kurve II: 1,0.10-2 mol. Akzeptor; 0,153 .10-2 mol. 
| Farbstoff (Chlorophyll). 


l . 
2 Kurve III: 0,5.10-3 mol. Akzeptor; 0,10.10-2 mol. 
O 41 G2 G3 GY G5 G6 G7 98-0"ch Farbstoff (Himatoporphyrin). 





ist die Beziehung zwischen Sauerstoffkonzentration und Quanten- 
ausheute fiir drei Versuchsreihen dargestellt. Die Form der in Abb. 2 
wiedergegebenen Kurven la8t sich durch eine groBe Affinitat des 
Farbstoffes zu Sauerstoff erkliren. In diesem Falle wiirde bereits im 
Dunkeln der gréBte Teil des Farbstoffes mit Sauerstoff verbunden sein. 
Dies hatte zur Folge, daB der Sauerstoff schon im PrimarprozeB, im 
Augenblick der Lichtabsorption, aktiviert wiirde. Die Quantenausbeute 
ware dann von der Sauerstoffkonzentration nahezu unabhangig. Zur 
Priifung dieser Hypothese habe ich Versuche mit gelésten reinen Farb- 
stoffen ohne Zusatz von Akzeptoren ausgefiihrt. 


4. Die Autoxydation geléster Farbstoffe und die Bildung von dissoziablen 
Farbstoff-Sauerstoffverbindungen. 

Das Ausbleichen belichteter Chlorophyllésungen ist seit langem 
bekannt und wurde schon vor 60 Jahren mit einer Wirkung des Sauer- 
stoffes in Verbindung gebracht'. Auch die Hypothese, daB sich der 
Farbstoff mit Sauerstoff verbinde, ist nicht neu. ‘Trotz der vielen 


! Gerland, Poggendorfers Ann. f. Chem. 148, 585, 1871. 
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Versuche, die sich an die Namen Gebhard', Straub*, Wager*, Jérgensen 
ind Kidd4, Wurmser®, Noack® und neuerdings H. F. Blum? kniipfen, 
wissen wir auch heute iiber die Autoxydation des Chlorophylls und 
verwandter Farbstoffe nicht viel mehr, als was R. Willstatter und A. Stoll 
schon 1918 beobachtet haben. 

Sie schreiben in der siebenten Abhandlung ihres Assimilationsbuches §& : 
Es hat sich ... gezeigt, daB das Chlorophyll verhaltnismaBig bestandig 
gegen Sauerstoff ist ... Es scheint ... nicht, daB die Bildung von Aldehyd 
und Peroxyd in den Versuchen der anderen Autoren dadurch zu erklaren 
ist, daB sie das Pigment einer weitergehenden Einwirkung von Sauerstoff 
im Lichte unterwarfen, sondern es ist wahrscheinlich, daB die Begleitstoffe 
des Chlorophylls starkerer Photoxydation unterlagen und durch die Wirkung 
ihrer Zerfallsprodukte, z. B. von Peroxyden, auch den Farbstoff rascher 
in die Zersetzung hineinzogen ... Bei stundenlanger Belichtung war das 
Chlorophyll nicht ausgebleicht, sondern nur zum kleineren Teile und nicht 
weitgehend oxydiert, nur anoxydiert.* Diese Beobachtungen und An- 
sichten von Willstdtter und Stoll kann ich durchweg bestatigen. 

Schon frither habe ich erwahnt, daB sich eine Farbstoffperoxyd- 
bildung bei Chlorophyll nicht hat nachweisen lassen. Aber auch eine 
Affinitat des gelésten Chlorophylls zu Sauerstoff, unabhangig von jeder 
Belichtung, etwa in der Form einer inaktiven dissoziablen Sauerstoff- 
verbindung, habe ich nicht feststellen kénnen®. Lést man innerhalb 
eines mit Sauerstoff gefiillten Manometers Athylchlorophyllid in organi- 
schen Lésungsmitteln, so laBt sich keine Sauerstoffabsorption beob- 
achten, die als Beweis einer solchen Verbindung gelten kénnte. Und 
umgekehrt: Aus einer mit Sauerstoff gesittigten Chlorophyllésung 
entweicht beim Schiitteln in einer Stickstoffatmosphare nicht viel mehr 
Sauerstoff, als nach der Léslichkeit des Sauerstoffes in der betreffenden 
Fliissigkeit zu erwarten ware. 

Um die Kurven in Abb. 2 mit Hilfe einer Farbstoff-Sauerstoff- 
verbindung erklaren zu wollen, ist es aber notwendig, eine sehr grobe 
Affinitat des Chlorophylls oder Porphyrins zu Sauerstoff anzunechmen. 


~ 


Zeitschr. f. angew. Chem. 22, 2484, 1909; 23, 820, 1910. 

2 Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 51, 383, 1904. 

Proc. Roy. Soc. Ser. B, 87, 386, 1914. 

Ebenda, Ser. B. S89, 342, 1916. 

R. Wurmser, Recherches sur lassimilation chlorophyllienne 1921. 

> Zeitschr. f. Bot. 17, 481, 1925; Naturwiss. 14, 383, 1926. 

Biol. Bull. 58, 224; 59 81, 1930. 

8 Untersuchungen iiber die Assimilation der Kohlensiure. Berlin: 


a vo 2. wo 


Julius Springer, 1918. 

9 VM. Padoa und Nerina Vita haben zwar die Einwirkung verschiedener 
Gase. darunter des Sauerstoffs, auf das Spektrum des Chlorophylls be- 
schrieben, die Anderung des Spektrums ist aber nur bei den Versuchen mit 
Kohlenoxyd deutlich erkennbar. Diese Zeitschr. 224, 296, 1932. 
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Nur dann wire schon bei niedrigen Sauerstoffpartialdrucken der gréBte 
Teil des Farbstoffes mit Sauerstoff verbunden. 

Es bleibt noch die Méglichkeit, daB eine Reaktion zwischen 
belichtetem Chlorophyll und Sauerstoff bei der ,,Autoxydation™ in 
reiner Lésung stattfindet. 

K. Noack* schreibt dariiber: ,,... das Chlorophyll besitzt in fluores- 
zierendem Zustande starke photoxydative Wirkung, die sich mangels 
geeigneter anderer Akzeptoren in einer Ausbleichung des Farbstoffes selbst 
auBert, derart, daB echt geléstes Chlorophyll um ein Vielfaches lichtemp- 
findlicher ist als kolloidal geléstes, d. h. nicht fluoreszierendes !** 

Es sind hier zwei Dinge gleichzeitig erwahnt, die auseinander 
gehalten werden miissen. Nimmt man dem Farbstoff auf die eine oder 
die andere Weise die Fahigkeit zu fluoreszieren, so wird er unwirksam?. 
Es ist klar, daB dann keine Oxydation im Licht zu beobachten ist. 
Ist er aber wirksam, so bleicht er — im Gegensatz zu Noack — mangels 
eines Akzeptors nicht aus, sondern ist in reiner Lésung erstaunlich 
bestaindig. Untersucht man frisch hergestellte Lésungen fluoreszierender 
Farbstoffe, so hat es zundéchst den Anschein, als ob sich die Farbstoffe 
im Licht sehr schnell oxydierten. Tabelle IIT enthalt einige Angaben 
uber die bei der ,, Autoxydation* frisch hergestellter L6sungen gefundenen 
Quantenausbeuten. Die Zahlen der Tabelle II zeigen sehr schén das 
Phanomen der Selbstausléschung. Die Quantenausbeute fallt mit 
steigender Farbstoffkonzentration. Fir die Autoxydationen aber be- 
sagen sie nichts. Obgleich reine kristallisierte Farbstoffe in reinem 
Aceton (Kahlbaum) gelést wurden, waren geniigend Verunreinigungen 
vorhanden, die als Akzeptoren dienen und die bei den kurzen Be- 
lichtungszeiten und geringen Gesamtumsitzen eine betrachtliche 
Autoxydation vortauschen konnten. 

Als eine Chlorophyllésung, die — frisch hergestellt — eine Quanten- 
ausbeute von 0,13 ergeben hatte, nach 1 Monat wieder geprift wurde, 
war die Quantenausbeute bei der ,,Autoxydation® des Chlorophylls 
auf den 20. Teil, auf 0,006 gesunken. Diese Lésung, die so gut wie keine 
Autoxydation zeigte, war unverandert in bezug auf Farbe, Fluoreszenz 
und vor allem photochemische Wirkung neu zugesetzten Akzeptoren 
gegeniiber. Eine m/1000 Lésung von reinem Erythrosin in Aceton 
wurde mit dem Licht der griinen Quecksilberlinie (A = 546 mu) be- 
strahIt. Die Quantenausbeute war in den ersten 5 Minuten des Versuchs 
0,18, nach !/, Stunde 0,12 und nach 3 Stunden fortgesetzter Belichtung 
nur noch 0,012. Die Versuchslésung hatte ein Volumen von 30 ccm. 
Zur vollstandigen Zerst6rung des Farbstoffes waren mindestens 672 cmm 


1 Diese Zeitschr. 183, 150, 1927. 
2 K. Noack, Naturwissensch. 14, 385, 1926; H.Gaffron, diese Zeitschr. 


179, 167, 1926. 
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Tabelle II. 


Quantenausbeute bei der scheinbaren Autoxydation einige! 
Farbstofte. 


Lésungsmittel: Aceton. Gas: Luft. Temperatur: 18°. 





Rose bengale: 


Molare Konzentration x 10-* . . 04 1.9 2.0 5,0 10,0 
Quantenausbeute y....... 0,22 0,27 0,16 0.14 0,023 
24546 mu 
Kosin: 
Molare Konzentration x 104 . . 0,4 _ - 10,0 
Quantenausbeute y .. 2... . 0,1 - — - 0,07 


4546 mu 


Chlorophyll: 
Molare Konzentration x 107-* . . -- 1,53 _ “+ 15,3 
(Juantenausbeute y . hs ~~ 0,35 - -- 0,12 
4578 mu 


Sauerstoff erforderlich gewesen. Verbraucht wurden im ganzen etwa 
120emm. Die Farbe der Lésung war unverandert geblieben. 

Aus diesen Versuchen darf man wohl schlieBen, daf die Farbstoffe 
selbst tiberhaupt nicht mit molekularem Sauerstoff reagieren, und da alle 
am Chlorophyll beobachteten ,.Autoxrydationsvorgainge’ auf Reaktionen 
mit sekunddr entstandenen Peroxyden zuriickzufiihren sind. 

Im Jahre 1926 entdeckten Ch. Moureu, Ch. Dufraisse und P. Dean! 
einen gefirbten fluoreszierenden Kohlenwasserstoff, das Rubren. 
Dieses Rubren ist das sehr interessante und bisher wohl einzige Beispiel 
eines Farbstoffes, der selbst Akzeptor ist, und der bei Belichtung 
in Gegenwart von Sauerstoff ein bestindiges Peroxyd liefert?. Moureu, 
Dufraisse und Mitarbeiter hatten weiterhin zeigen kénnen, da unter 
bestimmten Bedingungen das photochemisch gebildete Rubrenperoxyd 
wieder in Rubren und Sauerstoff zerfallt, wobei eine gelbgriine Lumines- 
zenz des Sauerstoffes auftritt. Dieser neue Farbstoff schien mir daher 
ein fiir Versuche iiber die Aktivierung des Sauerstoffes auBerst 
giinstiges Versuchsobjekt zu sein. Die Herren Moureu und Dufraisse 
hatten die groBe Freundlichkeit, mir eine gréBere Menge Rubren zu 
iiberlassen. 

Il. Rubren und Sauerstoff. 
1. Das Absorptionsspektrum des Rubrens. 

Rubren ist ein Kohlenwasserstoff der Formel C,,H,, (Molekular- 
gewicht 532), bildet orangerote Kristalle und ist im festen trockenen 
Zustand auch am Licht unbegrenzt haltbar. Es ist léslich in Benzol. 





PClr. 182, 1440, 1926; 183, LOL, 1926. 
2 Ch. Dufraisse und J. A. Monier C. r. 196, 1327, 1933. 
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weniger in Pyridin, schlecht oder gar nicht léslich in allen anderet 
Lésungsmitteln. Die Lésungen fluoreszieren leuchtend gelb, ahnlich wir 
Eosin. Im Dunkeln ist das geléste Rubren gegen Sauerstoff unempfind 
lich. Am Licht verbindet sich das geléste Rubren rasch mit Sauerstoff 
und wird farblos. 

















6 
2 
sr | ‘¢ ees = Abb. 3. 
“ Absolutes Absorptionsspektrum des Rubrens 
g > ind i . i in Benzol. 
y P : , facm 
& : Maxima: I. 3,99) mu = 9 . 10 Mais | ’ 
INS II. 34495 mu = 2,3. 10%, 
s II. p32 527 mu = 2.36 . 105, 
2 i 
é Qy 24 436 mu = 0,466 . 108, 
R| 72546 mu = 9,820 . 10°, 
7 z \ ee 82578 mu = 0,016 . 108. 
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Abb. 3 stellt das absolute Absorptionsspektrum des Rubrens dar. 
Es ist lichtelektrisch in der Apparatur von O. Warburg! gemessen 
worden. Die fiir die Messungen benutzten Lésungen des Rubrens 
in Aceton hatten eine molare Konzentration von 0,705.10 und 
0,1175.10-3. Die Lésungen wurden in planparallelen Quarztrégen 
unter Argon gehalten. Eine gewisse Unsicherheit in der Bestimmung 
von f liegt darin, daB der Polymerisationsgrad des Rubrens in den 
Lésungen, die zur Messung benutzt wurden, nicht bekannt ist. Doch ist 
bei der starken Verdiinnung anzunehmen, daB der weitaus gréBte Teil 
des Farbstoffes in der monomeren Form gelést gewesen ist. 


2. Rubrenperoxyd. 


Fiir quantitative photochemische Versuche ist die Farblosigkeit 
des Rubrenperoxyds wichtig. Die gestrichelte Kurve in Abb. 3 zeigt, 
daB die Absorption erst im Ultraviolett einsetzt. Das gebildete Rubren- 
peroxyd stért also die Absorption des sichtbaren Lichtes durch Rubren 
nicht im mindesten. 


Die Bildung des Rubrenperoxyds unter der Einwirkung der Strah- 
lung einer gewéhnlichen Metallfadenlampe verléuft rasch und _ vell- 
stindig. Verfolgt man sie in der einfachen manometrischen Anordnung, 
so erhalt man leicht eine Ausbeute von 100% (vgl. Tabelle III). Gibt 


1 O,. Warburg u. E. Negelein, diese Zeitschr. 214, 64, 1929. 
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man einen Akzeptor, z. B. Thiosinamin zu einer solchen Loésung und 
belichtet, dann bleicht das Rubren nur langsam oder gar nicht aus. 
Dabei wird von der Lésung aber ebensoviel oder mehr Sauerstoff 
verbraucht als ohne den schiitzenden Zusatz. Der Kohlenwasserstoff 
Rubren hat also unter diesen Bedingungen die gleichen Eigenschaften 
wie Chlorophyll, Porphyrin oder Eosin. Moureu und Dufraisse haben 
die schiitzende Wirkung zugesetzter organischer Substanzen schon 
beobachtet, sie aber als antioxygene Wirkung erklart. 


Tabelle III. 
Sauerstoffaufnahme einer belichteten Rubrenlésung. 


Gas: O,. Temperatur: 17°. Metallfaden- 
Abstand vom Leuchtfaden 20 cm. 
GefaBkonstante : 


lcem m/50 Rubren in Pyridin. 
lampe von 60 Watt Stromverbrauch. 
Volumen des Gasraumes 29,5 cem; der Fliissigkeit 1 cem. 





2,8. 

Druck- Absorbierter 
Zeit ainderung Sauerstoff 

mm emm 

20 Min. dunkel 0 0 

5 , hell — 140 392 

oS » ~ — 18 50,5 

a + i 0 0 

Summe: 15 Min. hell — 158 442.5 


berechnet : 448,0 


3. EinfluB der Intensitat und der Wellenldénge des absorbierten Lichtes auf die 
photochemische Wirkung bei der Bildung des Rubrenperoxyds. 

Falls der Mechanismus der Rubrenperoxydbildung dem der Sauer- 
stoffiibertragung ahnlich ist, mu die gemessene photochemische 
Wirkung unabhangig von der Intensitat, jedoch proportional der Wellen- 
lange des absorbierten Lichtes sein. 


Tabelle IV. 


Phot oxydationdes Rubrens bei verschiedenen Lichtintensitaten. 





Absorbierter Sauerstoff Photochemische Wirkung 
emm q 





Eingestrahlte Energie EF (cal) 
in der Zeit t= 5 Min. 


Nr. 1. m/1000 Rubren in Pyridin. Gas: Luft. 4546 my. 
a) 0,0397 2.13 D4 
b) 0,160 9,25 5S 
Quotient a/b 0,25 0,23 0.93 
Nr. 2. m/200 Rubren in Benzol. Gas: Luft. 4492 mu und 4546mu. 
c) 0,0072 (4492 mz) 0,91 126 
d) 0,110 (4546 mz) 16,30 148 
Quotient cd 0,065 ( 0,90) 0,056 0.86 
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Tabelle V. Beziehung zwischen Wellenlange und photochemische1 
Wirkung bei der Photoxydation des Rubrens. 











Licht- m/500 Rubren in Pyridin. m/100 Rubren in Pyridin. 
Scesniancaiteastail ____| Gas: Luft. Temp. = 18°. Gas : Oo. Temp. = 18° 
Farbe Wellenlinge 4mu Photochemische Wirkung ¢ | Photochemische Wirkung 4 
grin 546 98 308 
blau 436 SO 246 
(Juotient griin/blau: 1,25 1,22 1,25 


Wie weit dies der Fall ist, geht aus den Tabellen IV und V hervor. 

Die vorziigliche Ubereinstimmung, die man bei vielen photochemischen 
Reaktionen zwischen dem Quotienten der verschiedenen Wellenlangen und 
dem Quotienten der zugehérigen photochemischen Wirkungen findet, 
beruht darauf, daB hierbei sich die Fehler herausheben, die in den Kon- 
stanten der zur Berechnung der photochemischen Wirkung benutzten 
Formel enthalten sind. Da die wirkliche photochemische Aquivalenz, die 
Quantenausbeute | oder 2, nur ein Grenzfall ist, der fast nie sofort gefunden, 
sondern erst nach Kenntnis der giinstigsten Reaktionsbedingungen erreicht 
wird, ist die Priifung der Wellenlangenbeziehung das geeignetste Mittel, 
um Reaktionen, die dem Aquivalentgesetz folgen, von solchen zu unter- 
scheiden, bei denen auf den PrimarprozeB eine verainderliche Kette schwer 
zu bestimmender Vorgiange folgt. 


DaB die Bildung des Rubrenperoxyds unabhaingig von der Tem- 
peratur ist, folgt aus Tabelle VI. 


Tabelle VI. m/1000 Rubren in Pyridin. Gas: Luft. 24546 mu. 





Temperatur Photochemische Wirkung 
oC 4 
13 58 
25 56 


Geht man bei Versuchen iiber die Sauerstoffabsorption belichteter 


‘Farbstoffe mit dem Partialdruck und damit mit der Konzentration des 


Sauerstoffes in der Lésung sehr weit herunter, dann st6B8t man auf scheinbare 
Ausnahmen. Die Quantenausbeute ist nicht mehr unabhingig von der 
Intensitaét. Die Ursache dieser UnregelmaBigkeit ist eine rein mechanische, 
von der Versuchsanordnung bedingte. Verstarkt man die Riihrung der 
Fliissigkeit oder erniedrigt man die Intensitét des eingestrahlten Lichtes, 
so daB die Reaktionsgeschwindigkeit (der zeitliche Umsatz) verlangsamt 
wird, so verschwindet die St6érung wieder, die nur auf einer Verarmung 
der Fliissigkeit an Sauerstoff beruht. 


4. Einflug der Sauerstoffkonzentration, 
Moureu und Dufraisse haben die Bildung des Rubrenperoxyds 


nach folgender Gleichung formuliert: hy + Ru + O, = RuO,. Trennen 
wir photochemische und chemische Reaktionen, so erhalten wir: 


hy + Ru = Ru’ (1) 
Ru’ + O, = RuO, (2) 





16 
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Da die Zahl der aktivierten Rubrenmolekiile stets gleich der Zahl 
der absorbierten Quanten ist, diirfte man nach Gleichung (2) erwarten, 
daB die Quantenausbeute vollstandig durch die Konzentration des 
Sauerstoffes in der Lésung bestimmt wird. Bei Versuchen mit variierter 
Sauerstoffkonzentration miBte sich die Quantenausbeute proportional 
zur Sauerstoffkonzentration andern, v6éllig unabhangig davon, ob 
wir die Konzentration des Rubrens in der Lésung hoch oder niedrig 
wahlen. Fiihrt man diese Versuche mit zwei verschiedenen Rubren- 
lésungen aus, so kommt man zu ganz anderen Ergebnissen. Sie sind 
durch die Kurven in Abb. + wiedergegeben. Als erstes fallt auf, dab 
nicht eine, sondern zwei Kurven erhalten worden sind. Es besteht also 
keine Unabhangigkeit von der Rubrenkonzentration. Sodann bemerkt 
man, daB die Kurven recht flach verlaufen. GroBe Anderungen der 
Sauerstoffkonzentration haben verhaltnismaBig geringe Anderungen 
der Quantenausbeute zur Folge. SchlieBlich ist es merkwiirdig, da} bei 
sehr kleinen Sauerstoffkonzentrationen die Quantenausbeute nicht 
Null wird, sondern eine meBbare, durch die Konzentration des Farb- 
stoffes bestimmte GréBe behalt. 


10 ~igene 
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Abb. 4. 


Einflu® der Sauerstoffkonzentration (¢O.) auf die Quantenausbeute (7) bei der photochemischen 
Bildung des Rubrenperoxyds. 
Kurve I: Rubrenkonzentration (¢ Ru) 0,625 . 10-2 mol 
Kurve II: Rubrenkonzentration 3,0. 10-2 mol. 


5. Einflug der Rubrenkonzentration, 


Der EinfluB8 der Rubrenkonzentration auf die Quantenausbeute 
ist in einem Bereich gepriift worden, der nach der Seite hoher Konzen 


trationen begrenzt war durch die Léslichkeit des Rubrens in Benzol, 
nach der Seite niedriger Konzentrationen durch die Forderung, dab 
alles eingestrahlte Licht absorbiert werden muBte. 
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Natirlich kann man, wenn man Licht von der Wellenlange verwendet, 
die nach Abb. 3 maximal absorbiert wird, mit sehr verdiinnten Lésungen 
arbeiten. Dies ist jedoch nicht zu empfehlen. In derart verdiinnten Lésungen 
ist die Menge des wahrend einer Versuchsreihe in Rubrenperoxyd ver- 
wandelten Rubrens gegeniiber der Gesamtkonzentration an Rubren nicht 
mehr zu vernachlassigen. Die Rubrenkonzentration wiirde sich merklich 
andern und mii®te fortlaufend berechnet werden. 


Ich habe bei zwei verschiedenen Sauerstoffkonzentrationen 
— 0,137 .10-? und 0,64 .10-? mol. — die Rubrenkonzentration von 
0,50 . 10°? bis 5,50. 10-2 mol. wachsen lassen. Wie sich die Quanten- 
ausbeute dabei andert, ist in den Kurven der Abb. 5 dargestellt. Man 
sieht, daB hier die Aquivalenz, die Quantenausbeute 1, erreicht wird. 
Bei hohen Rubrenkonzentrationen wird fiir jedes absorbierte Quantum 
1 Molekiil Rubrenperoxyd gebildet. 


























0 7 2 3 ¥ 5-10 %chué 
Abb. 5. 
Einflu§ der Rubrenkonzentration (¢cRu) auf die Quantenausbeute (y) bei der photochemischen 
Bildung des Rubrenperoxyds. 
Kurve I: Sauerstoffkonzentration (¢ OQ.) 0,137 . 10-2 mol. 
Kurve II: Sauerstoffkonzentration (cO.) 0,64 . 10-2 mol. 
(Die GriBenordnung von c Ru ist 10-2 mol. und nicht, wie in der Abbildung angegeben, 10-3 mol.) 


Die Lage der beiden Kurven zueinander beweist, daB bei kleinen 
Rubrenkonzentrationen der Sauerstoffpartialdruck von groBem EinfluB 
ist, bei hohen Rubrenkonzentrationen aber vernachlassigt werden kann. 
Aus beiden Abb. 4 und 5 geht hervor, daB in einem mittleren Bereich 
Rubren und Sauerstoff sich in ihrer Wirkung auf die Quantenausbeute 
vertreten kénnen. Die Bildung des Rubrenperoxyds verlauft also viel 
komplizierter, als man nach den Gleichungen (1), (2) und nach dem in 
Tabelle ITT dargestellten Versuch hatte annehmen diirfen. 
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6. Theorie der Bildung des Rubrenperos yds. 


DaB eine Erhéhung der Konzentration sowohl des Sauerstotfes wie des 
Rubrens eine Steigerung der Quantenausbeute bewirkt, laBt sich durch 
die Annahme einer sich schon im Dunkeln bildenden dissoziablen Rubren- 
sauerstoffverbindung erklaren (Ru: O,), die beim ZusammenstoB mit einem 
aktivierten Rubrenmolekiil in stabiles Peroxyd tibergeht. Wir haben also 
zwei Reaktionen, die im Hinblick auf die Bildung des Peroxyds zusammen 
gehoren: 

Ru + O, = Ru: O,; Ru’ + Ru: O, = RuO, + Ru. (3a) 
Ebensogut aber kann man annehmen, dafs das aktivierte Rubrenmolekiil 
seine Energie an Sauerstoffmolekiile abgibt, ohne selbst zu reagieren. Der 
aktivierte Sauerstoff bildet dann mit einem anderen gewohnlichen Rubren- 
molekiil das Peroxyd. 

Ru’ + O, = Ru + O,’; O,’ + Ru RuQ,. (3b) 


SchlieBlich ware noch méglich, daB sich zuerst ein aktiviertes Doppel- 
molekiil bildet, das dann weiter mit Sauerstoff reagiert : 


Ru’ + Ru Ru); Ru, + O, RuO, + Ru. (3e) 


Zwischen diesen drei Reaktionsfolgen kénnen wir vorlaufig keine engere 

Wahl treffen. Addieren wir je zwei zueinander gehérige Gleichungen, so 

erhalten wir in allen drei Fallen, wenn wir die hypothetischen Glieder 
; , a oF ; 4 

(Ru: Og, Og, Rug) ausfallen lassen, die allgemeine Gleichung: 


Ru’ + Ru + O, RuO, + Ru. (3) 


Aber weder Gleichung (2) noch Gleichung (3) machen verstandlich, warum 
bei sehr kleinen Sauerstoffkonzentrationen eine groBe Quantenausbeute 
gefunden wird. 

Diese Schwierigkeit wird behoben, wenn wir uns entschlieBen, einen 
Aktivierungszustand von sehr langer Lebensdauer einzufiihren, der nicht 
bereits nach 10-8 Sekunden durch Fluoreszenz verloren geht, sondern der erst 
nach 10-2 oder 107! Sekunden verschwindet. Wahrend dieser Zeit soll jeder 
ZusammenstoB mit Sauerstoff erfolgreich sein. Im folgenden soll dieser 
Zustand als die ,,.sekundare** Aktivierung bezeichnet werden. Es ist klar, 
daB die Quantenausbeute weitgehend davon abhangt, wieviel Rubren- 
molekiile in diesen sekundaéren Aktivierungszustand (Ru’’) iibergehen. 
Ein Teil der primar aktivierten Molekiile wird vielleicht spontan in diesen 
zweiten Zustand iibergehen. 

Ru’ — Ru”. (4) 


Wenn der sekundare Zustand nur auf diese Weise entstehen kénnte, dann 
miiBte die Quantenausbeute in verschieden starken Rubrenl6sungen bei 
kleinen Sauerstoffdrucken zum gleichen Wert konvergieren. Dies ist, wie 
aus Abb. 4 deutlich hervorgeht, nicht der Fall. 

Die sekundar aktivierten Molekiile werden also, so wollen wir an- 
nehmen, auch in der Reaktion zwischen primar aktiviertem Rubren und 
gewohnlichem Rubren entstehen kénnen: 


Ru’ — Ru Ru + Ru”. (4a) 


Da der Zustand der sekundaren Aktivierung gleichbedeutend ist mit der 
Bildung von Rubrenperoxyd, so muB bei sehr hohen Rubrenkonzentrationen 
die Quantenausbeute 1 erreicht werden. 
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Versucht man nun die Quantenausbeute mit Hilfe der Gleichungen (2 
bis (4) zu berechnen und damit die den Gleichungen zugrundeliegende: 
hypothetischen Annahmen zu beweisen, so zeigt sich, daB dies nicht méglic} 
ist. Die Zahl der sekundar aktivierten Molekiile steigt nicht proportiona 
der Rubrenkonzentration, sondern proportional ihrem Quadrat. Die best: 
Erklarung fiir diese Abhangigkeit vom Quadrat der Rubrenkonzentration 
ist die zunehmende Bildung von Doppelmolekiilen mit steigender Rubren 
konzentration. Machen wir die Reaktion zwischen primér aktivierten 
Rubrenmolekiilen und inaktiven Doppelmolekiilen fiir die Bildung de- 
sekundaéren Aktivierungszustandes verantwortlich, dann kénnen wi: 
schreiben: 


Ru + Ru = Ru, und Ru, + Ru’ = Ru” — 2 Ru. 
Durch Addition dieser beiden Gleichungen erhalten wir 
2 Ru — Ru’ Ru” + 2 Ru. (5) 


Es seien nun ky, ky, ky. k; die Reaktionskonstanten der Reaktionen (2 


5 


bis (5) und &, die Konstante der Inaktivierungsreaktion 
Ru’ — Ru, (6) 


ferner ¢cRu, cRu’ und cO, die Konzentrationen der an den Reaktionen (2) 
bis (6) beteiligten Molekiilarten und schlieBlich Z die Zahl der absorbierten 
Quanten. Wir sind jetzt in der Lage, eine Formel entwickeln zu kénnen, 
die mit befriedigender Genauigkeit die Ergebnisse samtlicher Versuche 
zusammenfaBt *. 

Die Zahl der in der Zeiteinheit gebildeten aktivierten Rubrenmolekiile 
ist gleich der Zahl der absorbierten Quanten: 


dRu’ 
+—— = +Z. (I) 
dt 
Die Zahl der in der Zeiteinheit weiterreagierenden aktivierten Rubren- 
molekiile ist 


— ——- = kygc Oye Ru’ + ks ec Oye Ru.c Ru’ + kyec Ru’ 


! 
\. (Il) 
+ k,eRu.cRu.cRu' + kee Ru’ 
Im stationaéren Zustande der Reaktion werden ebenso viele Rubrenmolekiile 
aktiviert, wie aktivierte Molekiile in den verschiedenen Reaktionen ver- 
braucht werden. Wir setzen (I) = (11) und erhalten daraus 


Z 


kg .cOg + kg. cO,.cRu + ky + kz. (cRu)® + he (IT) 


eRu’ = 
Die Zahl der in der Zeiteinheit in Peroxyd umgewandelten Rubrenmolekiile 
setzt sich zusammen aus den nach (1) aktivierten Molekiilen minus den in 
Reaktion (6) inaktivierten Molekiilen 


— ih — + Z—ke-cRv’, (IV) 


' Fiir Anregungen, wie dies am besten auszufiihren sei, bin ich Herrn 
R.C. Tolman dankbar. 
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oder, indem wir in (1V) fiir ¢Ru’ den aus (111) bekannten Ausdruck set zen 


aR Z Ie 
= we Oe Z 


. iV) 
dt ky .COg + eg. Og. 0 Ru + hy + hy. (c Ru)? + hey 


Bringen wir Z auf die linke Seite der Gleichung (V). dann erhalten wir den 
Quotienten 


d Ru 
dt 1 Zabl der verbrauchten Rubrenmolekiile 
— —} oder 
Z Zahl der absorbierten Quanten 


und das ist die Quantenausbeute +. 
Daher 
t— ke : 
ky cOg > kg ce One Ru + kz (ce Ru)? + hg + hy 


. (VI 
kK, (ce Ru)? + Aye RuecO, + KygcO, + Ky +1 


y=1— 

In der Tat laBt sich die Quantenausbeute bei der Bildung des Rubren- 
peroxyds durch Formel (VI) vollstandig berechnen, wenn man fiir Ay, 
Ky usw. passende Zahlenwerte ecinsetzt. Tabelle VII gibt einen Vergleich 
yvefundener und berechneter Werte von 7 


Tabelle VII. 
1 





™=s 0,30 (e Ru)? + 2,4 ¢e Ruc Og +: 1,2 ¢ Og + 0,25 + 1 
Konzentration Konzentration des - ; 
Nr. yg ce c a gefunden berechnet 
1 (0 extrapoliert 0,625 0,28) 0,27 
2 0,052 0,625 0,34 0,34 
3 0,137 0,50 0.38 0,39 
4 0,137 0,625 0,41 0,42 
5 0,137 1,22 0,54 0,56 
6 0,366 0,625 0.57 0.58 
7 0,052 2,00 0,66 0,64 
8 0,640 0,625 0,66 0,68 
9 0,137 2.00 0,68 0,70 
10 0,004 3,00 0,70 0,75 
11 0,640 1,22 0,78 0.77 
12 0,366 2.00 0,79 0,79 
1: 0,137 3,00 0,80 0,80 
14 0,004 5,50 0,80 0,90 
15 0,640 2.00 0,83 0,84 
16 0,137 3,40 O83 0.84 
17 0,137 3,66 0,87 0,85 
18 0,137 4,00 0.90 0.86 
19 0,640 3,09 0,92 0.89 
20 0,640 3,40 0,93 0.91 
21 0,640 3,66 0,96 0,92 
22 0,137 5,50 0,97 0,93 
23 0,640 4,00 0,97 0,93 


24 0,640 5,50 1,02 0.95 
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III. Vergleich der photochemischen Wirkung des Rubrens mit der des 
Chlorophylls. 


Die verhaltnismaBig groBe Zahl der Reaktionen, aus denen sich der 
einfach erscheinende Vorgang der Rubrenperoxydbildung zusammen 
setzt, ist durch die Eigenschaft des Rubrens, Sensibilisator und Akzeptor 
zugleich sein zu kénnen, bedingt. Chlorophyll ist nur Sensibilisator 
Es ist nicht autoxydabel, und in inaktiver Form hemmt es die eigene 
photochemische Wirkung durch ,,Selbst- oder Fluoreszenzausléschung 
Trotzdem finden wir eine groBe Ahnlichkeit im photochemischen Ver- 
halten dieser beiden Substanzen. Dies deutet darauf hin, daB dic 
Vorstellung einer sekundéren Aktivierung von sehr langer Lehensdauer, 
wie sie zur Erklarung der Rubrenversuche notwendig gewesen ist, 
auch zum Verstandnis der Reaktionen des belichteten Chlorophylls 
beitragen wird. Dadurch, daB wir uns Rubren als Sensibilisator durch 
Chlorophyll, Rubren als Akzeptor durch Thiosinamin ersetzt denken 
(was uns zum Ausgangspunkt dieser Untersuchung zuriickfiihrt), 
wird klar, daB die Wirkung des belichteten Chlorophylls auf einer 
Reaktion analog (5) bzw. (4a) beruht. 

Bezeichnen wir mit #’ und F’ das gewoéhnliche und das aktivierte 
Chlorophyllmolekiil, mit A und A” das gew6éhnliche und das sekundar 
aktivierte Akzeptormolekiil, dann sollen die Reaktionen des belichteten 
Chlorophylls durch folgende Gleichungen dargestellt werden : 


F’ + F (Inaktivierung), (7) 
F’t+F 2 F (Ausléschung), (8) 
fk’ + A =F + A” (sekundare Aktivierung). (9) 


Es seien k,, kz, ky die Reaktionskonstanten dieser Reaktionen und Z 
die Zahl der absorbierten Quanten, cF, cF’, cA, cA” die Konzentrationen 
der beteiligten Molekiile, dann ist , 


dF 


+ dt + 4, 
— a —k,.cF'+kecF'.cF+khy.cF'.cA 
tf 
und wenn 
dF" d F" = Z _ i 
°a > er esha ss) 
Weiter ist 
dA” dA ? 
—_ = — -— Z—cF' .(k; cr \ 
dt di +Z—cF' (kz + hee F) (VIII) 
und 
aA 
dt k, + ke.cF 
aus; colar el ‘ ; X 
= Te alee a) 


Aus (LX) erhalten wir die bereits im ersten Abschnitt der Arbeit erwahnte 
Gleichung (a) durch einfache Umformung (vgl. Tabelle 1). 
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SchlieBlich soll zugunsten der Theorie der Akzeptoraktivierung 
noch folgendes Experiment angefiihrt werden. Wenn wir eine Losung, 
die zwei Farbstoffe, Rubren und Chlorophyll enthalt,  belichten, 
lann wird ein Teil des Lichtes vom Rubren, der andere ‘Veil vom 
Chlorophyll absorbiert werden. Die Quantenausbeute bei der Reaktion 
der Rubrenmolekiile wird durch die Gleichung (VJ), die tJuanten- 
ausbeute bei der Reaktion der Chlorophyllmolekiile durch — die 
(ieichung (IX) oder (a) bestimmt. Akzeptor ist in beiden Fallen 
Rubren. Dadurch, daB wir nicht mit dem Licht einer Wellenlinge, 
sondern abwechselnd mit dem Licht der griinen und gelben Quecksilber- 
linie bestrahlen, verschiebt sich jedesmal das Verhiltnis der aktivierten 
Rubren- zu den aktivierten Chlorophyllmolektlen. Denn die Anderung 
des Absorptionskoeffizienten beim Chergang von griinem zu gelbem 
Licht ist fiir Rubren und Chlorophyll sehr verschieden. 

Die Folge wird sein, daB wir eine Anderung der Quanten- 
ausbeute finden werden, wenn die Wellenlinge des absorbierten Lichtes 
sich andert. Der Unterschied in der Quantenausbeute wird um so groBer 
sein, je gréBer die Konzentration des Sauerstoffs in der Losung ist ; denn 
fiir sehr kleine Sauerstoffkonzentrationen geht Gleichung (VI) iiber in 

: K, (ce Ru)? + Ay +1? 
und diese Form ist nicht mehr sehr verschieden von (LX), vorausgesetzt, 
daB die Konzentration des Chlorophylls und damit der Einflul der 
teaktion (8) klein ist. 


Abb. 6 gibt die Ergebnisse eines solechen Versuchs wieder. 


08 ——— . —— 
Abb. 6. V — 


(NX) 


Hf 
Einfluf der Sauerstoffkonzentration (¢O.) auf die 06 SF ee ae 
sg ; “ en el 
(luantenausbeute (y) bei der photochemischen Fe ee ai 7 
Bildung des Rubrenperoxyds. uve | 


Kurve: I. Gelbes Licht, 4578 mu, wird von Rubren 
und Chlorophyll absorbiert. 


Il. Griines Licht, 4546 mu, wird nur yon 
Rubren absorbiert. ot AE) Ree Ay ee oe 
0 7 2 3 + 5 6:10%chp 
Die Lésung — eine Mischung von Benzol und Pyridin war in bezug 


auf Rubren 1,7 . 10-*. in bezug auf Chlorophyll 0,05 . 10-*molar. Die genannte 
Rubrenkonzentration mubte, nach der Formel (VI) berechnet, in reiner 
Lésung und bei kleinen Sauerstoffkonzentrationen eine Quantenausbeute 
von 0,53 geben. Abweichungen von diesem Wert konnten daher gut ge- 
messen werden. Die Konzentration des Chlorophylls war gerade hoch 
genug, um in reiner Lésung — also ohne Rubren alles eingestrahlte 
Licht zu absorbieren. 

Die Verteilung der Lichtenergie berechnete sich aus den Konzen- 
trationen und den Absorptionskoeffizienten der Farbstoffe nach einer von 
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O. Warburg! abgeleiteten Forme! folgendermaBen: Es sind fiir griines Lich 


(4546 mu) die Absorptionskoeffizienten (4? des Rubrens 0,82. 108 und 


des Chlorophylls /7#° = 0,11. 108; fiir gelbes Licht (4578 mu) / iS 
Rubrens 0,016. 108 und /4* des Chlorophylls 0,20 . 168. 

Dann ist Br, der Bruchteil des vom Chlorophyll absorbierten Licht: 
einmal 0.11 .0,05. 108 


p46 = 0,0036 
B; 0,11. 0,05. 108 + 0,82. 1,7. 106 0088, 


das andere Mal 
= 0,20 .0,05. 108 
By" =; ts nt SF 
0,20 . 0,05 . 10® + 0,016. 1,7. 10° 


Dementsprechend hat die Kurve II in Abb. 6 die gleiche Form 


wie die Kurven in Abb. 4, wahrend Kurve I, bei der ein Drittel der Licht 
energie durch die Chlorophyllmolekiile aufgenommen wurde, eine viel ge 
ringere Steigung aufweist. Es ist anzunehmen, da mit steigender Be 
teiligung des Chlorophylls am = Primarprozef8 die Kurve immer flache: 
werden und schlieBlich die in Abb. 2 abgebildete Form annehmen wiird 

Zusammenfassend kénnen wir sagen: Wenn die ,,Sauerstoffiiber- 
tragung’* durch Chlorophyll gar nicht auf einer Sauerstoffaktivie- 
rung, sondern auf einer Aktivierung des Akzeptors beruht, und 
wenn weiterhin diese Aktivierung erst nach sehr langer, vielleicht 
Sekunden dauernder Zeit verschwindet, dann ist ohne weiteres ver- 
stindlich, warum die Quantenausbeute fast ausschlieBlich durch die 
Akzeptorkonzentration bestimmt wird. Ebenso findet die oben er- 
wihnte Beobachtung von Willstdtter und Stoll iiber die Photoxydation 
des Chlorophylls ihre Bestatigung und Erklirung. Belichtetes Chloro- 
phyll vermag in molekularer Lésung nur auf dem Umwege iiber ein 
labiles Akzeptorperoxyd ,,aktiven’* Sauerstoff zu erzeugen. 


1V. Der Einflu8 von Grenzflichen auf die photochemische Wirkung des 
Chlorophylls und die Assimilation der Kohlensiure. 


Die Ergebnisse dieser Arbeit stehen im Widerspruch nicht nur 


‘gu einigen Theorien tiber die photodynamische Wirkung belichteter 


Farbstoffe, sondern, was schwerwiegender ist, auch zu einer Reihe erst 
vor kurzem_ ver6ffentlichter Beobachtungen iiber die fluoreszenz- 
ausléschende Wirkung des Sauerstoffs. 


Hans Kautsky, A. Hirsch und F. Davidshéfer® schreiben dariiber: 
»Wir konnten zeigen, dab Sauerstoff die Fluoreszenz des Chlorophylls 
weitgehend tilgt, indem er den angeregten Farbstoftfmolekiilen Energie 
entzieht. Der Sauerstoff selbst verwandelt sich dadurch in eine aktivierte. 
metastabile Modifikation, vermutlich in den S-Zustand des Sauerstoff- 
molekiils. Die Fahigkeit, Sauerstoff unter Tilgung der Eigenfluoreszenz zu 
aktivieren, besitzt das Chlorophyll in weit hGherem Mae als andere daraut- 
hin gepriifte fluoreszierende Farbstoffe.** 


1 O, Warburad u. E. Neqelein, diese Zeitschr. 200, 416 1928; Abder- 
haldens Handb. d. biolog. Arbeitsmethod. Abt. XI. Teil 4, S. 140. 
2 Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 65, 1762, 1932. 
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Bei den Versuchen dieser Autoren handelt es sich um Vorgiinge, 
die sich an Grenzflachen und nicht in Losungen abspielen. Man mu 
daher schlieBen, daB die fluoreszierenden Farbstoffe -— insbesondere 
Chlorophyll -- ihr Verhalten gegeniiber Sauerstoff wesentlich andern, 
je nachdem, ob diese Farbstoffe gelést oder an Grenzfldchen adsorbiert 
sind. H.Kautsky und Mitarbeiter haben weiter beobachtet, daB im 
lebenden Blatt nach einer lingeren Dunkelzeit die Fluoreszenz des 
Chlorophylls bei Anwesenheit von Sauerstoff nicht sofort cinsetzt, 
sondern erst im Laufe 1 Sekunde zu ihrer gréBten Intensitit ansteigt. 
Sie sind der Meinung, daB hier das gleiche Phinomen wie in ihren 
Versuchen in vitro vorliege, und schlieBen daher auf eine Beteiligung 
des molekularen Sauerstoffs am AssimilationsprozeB. 

Der Vorstellung, die absorbierte Lichtenergie werde auch im 
lebenden Blatt zunachst auf Sauerstoff tibertragen, ist sowohl von 
A. Stoll‘ als auch von R. Willstdtter? mit guten Griinden widersprochen 
worden. Fir das Verstandnis des Assimilationsvorganges ist es von 
Vorteil anzunehmen, das Chlorophyll habe in der lebenden Zelle die 
gleichen Eigenschaften, die es gelést in vitro besitzt. Man hat z. B. 
gesagt, das Chlorophyll miisse in der Pflanze in besonderer Weise 
gegen den Angriff des Sauerstoffs geschiitzt sein. Kin solcher Schutz 
ist unnétig. Erst wenn durch Stérung des Assimilationsapparates 
die absorbierte Lichtenergie auf falsche Akzeptoren geleitet wird, ent- 
stehen Peroxyde, die das Chlorophyll bleichen und die Zelle toéten. 

Bekanntlich erfordert die Reduktion eines Kohlensiuremolekiils 
die Energie mehrerer Quanten des sichtbaren Lichtes. 

Man hat daher angenommen, die Reduktion erfolge stufenweise 
und sei erst beendet, wenn ein und dasselbe Chlorophyllmolekiil im 
Laufe der Zeit die nétige Anzahl Quanten absorbiert habe. Jetzt darf 
man mit einiger Berechtigung vermuten, daB es der lebenden Zelle 
moglich ist, die Energiebetrage zeitlich und réiumlich getrennter Absorp- 
tionsvorginge zu sammeln und fiir einen Reduktionsprozeb zu ver- 
werten®, 

Was die von Willstdtter und Stoll getundene Abhangigkeit der Kohlen- 
siureassimilation von der Anwesenheit kleiner Sauerstoffmengen betrifft. 
so ist zu bemerken, daB es sich in diesem Falle nicht um den photochemischen, 
sondern um den chemisch-enzymatischen Prozei} bei der Assimilation 
handelt, an dem wahrscheinlich das Chlorophyll nicht mehr beteiligt ist 

1 Naturwiss. 20, 955, 1932. 

2 Ebenda 21, 252, 1933. 

3 Man vergleiche hierzu die Arbeiten tiber die photochemische Re 
aktion bei der Kohlenséureassimilation von R. Emerson und W. Arnold, 
J. Gen. Physiol. 15, 391, 1932; 16, 191, 1932. Eine Zusammenstellung und 
Kritik neuerer Theorien findet man bei F. M. Muller, Chemisch Weekblad 


30, Nr. 10, 1933. 
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Versuche zur Reinigung yon Sekretin. IV. 


Von 
E. Hammarsten, E. Jorpes und G. Agren. 


(Aus der medizinisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts, 
Stockholm.) 


(Eingegangen am 11, Juli 1933.) 


In Fortsetzung friiherer Versuche! zur Reinigung von Sekretin 
haben wir gréBere Mengen Darmschleimhaut in Angriff genommen 
Die gréBte Schwierigkeit, die wir dabei zu iiberwinden hatten, war 
die, salzfreie Rohpriparate zu bekommen. Dies war nimlich unbedingt 
notwendig, weil sonst die Ausbeute bei der Elektrodialyse zu niedrig 
ausfiel. Das von uns friiher benutzte Rohsekretin enthielt 60 bis 
70%, Chloride, und diese konnten zwar mit feuchtem Silberoxyd in 
schwefelsaurer Lésung und nachherige Ausfillung von Natriumsulfat 
(nach Neutralisierung) mit Alkohol bis zu 70°, bei 0° zum allergréBten 
Teil beseitigt werden. Indessen war diese Methode zu unsicher, weil das 
kolloidale Silberchlorid bei der Koagulation mit positivem kolloidalem 
Eisenhydroxyd oft sehr betrachtliche Mengen von Sekretin aus der 
Lésung adsorbierte. Wir bedienten uns eine Zeitlang auch der 
Adsorption an Permutit. Das Sekretin wurde davon schon in schwach 


' schwefelsaurer Lésung (Endreaktion bei pu = 6,9 oder saurer) quanti- 


tativ aufgenommen, wobei nicht unbedeutende Mengen von Eiweil 
und Lipoiden in der Lésung ausfielen und durch Dekantierung_ be- 
seitigt werden konnten. Das aktive Prinzip konnte aus dem gewaschenen 
Permutit durch n/20 Natronlauge in 80°,igem Alkohol bei 0° aus- 
getrieben werden. Wenn Zusatz von Schwefelsdure zu saurer Reaktion 
sehr schnell erfolgte, konnten wir eine Ausbeute von etwa 90°, erhalten. 
Auch war es uns méglich, die Permutitreinigung ohne gréBere Verluste 
dreimal zu wiederholen. Durch n/ 20 Ammoniak in Alkohol von 80°, 


1 £. Hammarsten, O. Wilander u. G. Agren, Acta med. Scand. 68, 1928: 
O. Wilander u. G. Agren, diese Zeitschr. 250, 489, 1932; G. Agren u. O. Wi- 
lander, ebenda 259, 365, 1933. In bezug auf die iibrige Literatur siehe: 
E. Still, Physiol. Rev. 11, 340, 1931. 
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wurde das aktive Prinzip nicht herausgelést. Dies war auch der Fall 
bei Anwendung von Ammoniumsalzen verschiedener Konzentrationen. 
\uch gelang es schlecht, eine Aufschlemmung von mit Sekretin beladenem 
Permutit direkt zu elektrodialysieren. Die Ausbeute betrug nur 20 
bis 30°. Die nach den Permutitreinigungen erhaltenen sauren, alkoholi- 
schen Lésungen wurden im Vakuum bis etwa 30 cem pro LOOQOO Einh.! 
eingedampft, mit Alkohol bis zu 70°, versetzt, von Natriumsulfat 
nach zwolfstiindigem Stehen bei 0° filtriert und mit Aceton ausgefiallt 
Diese Praparate enthielten eine Einheit auf 0,02 mg, waren phosphor- 
frei und sehr salzarm. Da aber die permutitgereinigten Praparate trotz 
wiederholter Versuche eine sehr schlechte Ausbeute bei der Elektro- 
dialyse gaben, haben wir die Permutitmethode aufgeben  miissen. 
Wir haben diese Versuche hier kurz erwahnt, weil uns das Verhalten 
zum Permutit fiir die Charakterisierung des Sekretins bedeutungsvoll 
scheint. Mit derselben Motivierung soll hier bemerkt werden, dal das 
aktive Prinzip bei einem Druck von 6 bis 8 Atm. kongorotdichte Filter 
in schlechter Ausbeute passierte. 

Um gréBere Mengen hochaktives elektrodialysierbares Rohsekretin 
herzustellen, verwenden wir nunmehr die folgende Methode. 


Die ersten 2m Schweinsdarm, vom Pylorus gerechnet, wurden un 
mittelbar beim Schlachten ausgenommen. um und um gekehrt, mit Wasser 
gut gespiilt und eine halbe Stunde in n 20 Schwefelsiure kraftig ge 
schiittelt. 80m Darm kamen auf einmal zur Bearbeitung in zwei 20-Liter 
Glasflaschen, die mit je 10 Litern Schwetelséure beschickt waren und 
senkrecht gegen eine horizontale Achse so schnell rotiert wurden, dais man 
eine méglichst kraftige Umwalzung erhielt. Der weiblich-kolloidale Extrakt 
blieb in Zylindern tiber Nacht bei 0° stehen. Die Fliissigkeit wurde de- 
kantiert und der Bodensatz abzentrifugiert. 5 Liter dieses Extraktes 
enthielten zwischen 50000 und 75000 Einheiten. Bei 0° veranderte sich 
die Aktivitaéat nicht innerhalb einer Woche. Bei Zimmertemperatur ver 
schwanden dagegen 30°, in 24 Stunden und 100°, nach 4 Tagen. Wu 
haben die Ursache dieser Inaktivierung nicht gefunden. Wenn sie 
enzymatischer Natur ist, wird sie jedenfalls nicht durch Cyankalium bei 
schwach saurer Reaktion verhindert. Dagegen kann man eine Stabilisierung 
durch Quecksilberbehandlung erreichen, und wir versetzten zu dem Zwecke 
jedes Liter Extrakt mit 150 cem 10°,iger HgS Oy, die in bezug auf Schwefel- 
siure 5 Vol.-°,ig war. Die Reaktion wurde dann mit starker Natronlauge 
unter sorgfaltiger Umriihrung bis zu schwacher aber deutlicher Reaktion aut 
Kongopapier abgestumpft. Die Fallung wurde auf der Nutsche abgesaugt, 
abgepreBt, mit 80°,igem Alkohol gewaschen, in 80°,igem Alkohol (6 Liter 
Alkohol wurden fiir eine Falhing aus 20 Litern Extrakt genommen) aut 


1 Als eine Einheit wird, wie vorher (QO. Wilander u.G. Agr n, diese Zeit 
schr. 250, 489, 1932), eine Sekretion von 0,1) cem n 10 titrierbarerm Alkali 
innerhalb 10 Minuten vom Anfang der Sekretion bei einer Katze bezeichnet, 
die 0,6cem n/ LOtitrierbares Alkali in der gleichen Zeit durch unsere Standard 


dosis sezernierte. 
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geschwemmt und die Mischung mit Schwefelwasserstotf in 12 Stund 
behandelt. Nach Filtrierung wurde H,S mit Luftstrom entfernt und d 
Lésung im Glaskolben zu kleinem Volumen (6 Liter bis zu 250cem) im Ho 
vakuum bei etwa + 10° rasch eingedampftt. Die Fliissigkeit enthielt da: 
ziemlich viel freien Schwefel. Die Mischung wurde direkt mit gesattigt« 
Pikrinséurelésung im UberschuB® gefallt. Wenn die Mutterlauge nicht sofor 
klar erschien, wurde etwas konzentrierte Schwefelsiure zugesetzt. Nac! 
I2stiindigem Stehen bei 0° wurde die Mutterlauge dekantiert und di: 
Fallung abzentrifugiert. In einigen Fallen kann es sich ereignen, dab cd) 
Mutterlauge doch nicht klar ist, und dabei wurde die ganze Mischung i: 
Hochvakuum zur Halfte eingedampft und nach Stehen iiber Nacht |) 
0° die Fallung wie oben erwihnt separiert. Die sehr harte Fallung wurc: 
mehrmals mit saurem Alkohol extrahiert, wobei die Lésung jedesmu! 
abzentrifugiert wurde. Im ganzen wurden fiir eine Pikratfallung au 
20 Litern urspriinglichem Extrakt 160 c¢em absoluter Alkohol + 40 cen, 
2n Schwefelsiure benutzt. Die Fallung ging sehr langsam in Lésung, 
und eine gelbe unwirksame Substanz blieb immer ungelést. Die gel) 
braune, klare Lésung wurde mit 10 Volumen Aceton gefallt. Nach 12 
stiindigem Stehen bei 0° wurde auf der Nutsche filtriert, mit Aceton und 
Ather gewaschen und im Vakuum getrocknet. Der Riickstand war rein 
weiB. Aus 5 Litern urspriinglichem Extrakt wurden im Mittel 2,29 ¢ e1 
halten mit einer durchschnittlichen Wirksamkeit von einer Einheit pro 
0,03 mg, was einer durchschnittlichen Ausbeute von 76000 Einheiten ode: 
etwa 100°, aus einer urspriinglichen Extraktmenge von 5 Litern entsprach. 
Die angegebenen Mittelzahlen sind aus 15 Praéparationen von je 20 Litern 
berechnet. Das Priiparat enthielt Lipoidphosphor, gab die gewéhnlichen 
Reaktionen der Albumosen, war im trockenen Zustande gut haltbar und 
wurde sogar in starker Schwefelséure (20g in 100cem Lésung) innerhalb 
3 Tagen bei Zimmertemperatur nicht geschwacht. Es enthielt nur 2 bis 
3°, Salze und wurde direkt zur weiteren Reinigung durch Elektrodialyse 
verwendet. 


Die Untersuchung wurde mit Mitteln aus der Stiftung .,Therese och 
Johan Anderssons Minne‘: ausgefiihrt. 
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Versuche zur Reinigung von Sekretin. YV. 


Von 
E. Hammarsten, G. Agren, H. Hammarsten und 0. Wilander. 


Aus der medizinisch-chemischen Abteilung des Karolinischen tnstituts, 
Stockholm.) 


(Eingegangen am 11. Juli 1933.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Nachdem es uns gelungen war, ein hochaktives, elektrodialysables 
Rohsekretin in gréBeren Mengen darzustellen (2,5 Millionen Einheiten 
pro Monat kénnen nunmehr bequem bereitet werden), konnte die Akti- 
vitat durch Elektrodialyse (Pergamentmembrane) sehr betrachtlich er- 
héht werden. Das aktive Prinzip passierte auch kongorotdichte Filter 
hei 6 bis 8 Atm. Die Analysen und Standardisierungen der Versuche 
mit Ultrafiltration zeigten jedoch keine Steigerung des Stickstoffs pro 
Kinheit. AuBerdem ging viel mehr organisch gebundener Phosphor 
durch das Filter, als bei der Elektro- 
dialyse der Fall war. Schon im Friih- 
jahr 1932 konnten wir etwa 90mg 
clektrodialysiertes Priiparat herstellen, 
das eine Einheit pro 0,006 mg enthielt. 
Das Dialysat wurde dabei in Schwefel- 
siure aufgenommen, und das gebildete 
Sulfat war sehr labil. Im Friihjahr 1933 Abb. 1 





haben wir gréBere Dialysatoren (Abb. 1) 

angewendet. Der Abstand zwischen den Pergamentmembranen (a)! 
durch die Mittelkammer war 1,5 em, und wenn zur Halfte getullt, faBte 
die Mittelkammer 30 cem. Die Abkiihlung der Mittelflissigkeit wurde 
mittels Durchleitung von Aceton-Kohlensiure in einer doppelten Glas- 
spirale erzielt. Als Umriihrer diente str6mende Luft, Schiumen wurde 


1 Cellafiltra ..feinst*‘ wurden auch versucht, aber zeigten sich als 
weniger geeignet, obgleich das aktive Prinzip in guter Ausbeute passierte. 
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mittels Oktylalkohol verhindert, und die Temperatur in der Mitt. 
fliissigkeit wahrend der Dialvse schwankte zwischen —— 1° und ] 
In die halbmondtormigen Riume (4) zwischen Elektrode (¢) um 
Membran (d) floB ein langsamer Wasserstrom von O Grad. [) 
Stromstirke wurde mittels eines Lampenwiderstandes im Anfang d 
Dialyse bei 0.15 Amp. gehalten. Bei einer Konzentration von 1°, Ro! 
sekretin wurden 0,02 Amp. (Wasserwert des Apparates) in etwa 
3 Stunden erreicht!. Dabei hatten sich 1.5 bis 2 Liter Kathods 
fliissigkeit im AuffanggefaB angesammelt. Die Geschwindigkeit d 


Wasserstromes an der Kathode muBte derart angepaBt werden, dais 


die Temperatur der abtropfenden Fliissigkeit nie mehr als — 10° wa 
Die Anodenflissigkeit reagierte im Anfang der Dialyse sauer geg: 
Kongopapier und gegen das Ende nur schwach sauer gegen Lackmu 
AuBer Schwefelsiure war eine unbekannte Siure vorhanden. die wed 
Salzsiure, Phosphorsaure oder Milchsiure war. Die Reaktion de: 
abtroptenden Kathodenfliissigkeit war immer neutral gegen emp- 
findliches Lackmuspapier. Nur wenn die Tropfengeschwindigkeit seh 
niedrig gehalten wurde, zeigte sich eine alkalische Reaktion. Da da- 
Sulfat sich als sehr unbestandig zeigte, wurde in das Auffanggefa! 


vor der Dialyse 3 g umkristallisierte Salicylsdure eingelegt (0.3 g¢ Roh- 
sekretin in der Mittelfliissigkeit). Sekretinsalicylat ist leicht l6slich 
im Wasser, wurde aber wahrend der Dialyse und der nachfolgenden 
Eindunstung auf die iiberschiissige Salicylsiure adsorbiert. Die Ka- 
thodenfliissigkeit mit ungeléster Salicylsiure wurde im Glaskolben im 
Hochvakuum eingedampft (Kapazitat: 4 Liter Wasser in der Stund: 
bet + 15°). Dabei wurden etwa 8 Liter bis 20 ccm eingedampft, dir 
Fallung auf der Nutsche abgesaugt und der Kolben und Filterriickstand 
mit insgesamt 10 cem Wasser gewaschen. Trocknen im Hochvakuum. 
Das Salicylsaurepulver von vier Dialysen (0.3 g Rohsekretin im 
Durchschnitt 9000 Einheiten in jeder Dialyse) wurde also zusammen- 
genommen und als eine .. Tagesportion” standardisiert. Aus den Stan- 
dardisierungswerten von 50 solchen Tagesportionen (200 Dialysen) be- 
rechnete sich die mittlere Ausbeute bei der Elektrodialyse zu 79° 


Ein konstantes Phanomen bei der Elektrodialyse war die Aus- 
fillung einer gelbgrauen, schmierigen Substanz (,,.Membrankuchen’’) 
auf der Innenseite der Kathodenmembran. Um ein Bild tiber die 
Reinigung bei Elektrodialyse zu geben, ist in Tabelle I eine Analyse 
als Beispiel aufgestellt. In der Mittelfliissigkeit von anfang- 
6800 Einheiten mit 250 ug Phosphor. Kathodenfliissigkeit von jeder 
Stunde getrennt analysiert. 


Die Anwendung einer mit Histon positiv geladenen Kollodium- 
membran an der Anode schien die Dialysezeit nicht zu verkiirzen. 
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Tabelle I. 





ee = mg N pro oP 

Einheiten mg N 1 Einheit ug I 

Dielysat i... 2640 | 12,3 | 0.0047 23 
2. « « | EA; oO 75% 8.4 | 25,2 0.0049 22 

— eee - 4.48 | 0.0059 14 
Membrankuchen . 550 3.2 0.0069 4 
Mittelfliissigkeit. . 400 18,7 0.047 1S6 
249 


Wiedergefunden im Dialvsat SY 


Elektrodialysiertes und inaktiviertes Sekretinsulfat: lieB sich bei 
erneuter Elektrodialvse quantitativ in der Kathodenfliissigkeit wieder- 
finden, wahrend in der Mittelfliissigkeit keine Substanz zuriickblieb. 
Man kénnte deshalb bei schlechten Ausbeuten befiirchten, dab ..totes 
Sekretin™ in die Praparate mitgeht. Bei unseren auberordentlich hohen 
Ausbeuten scheint diese Méglichkeit nicht allzu gro zu sein, wenn sie 


auch nicht ausgeschlossen werden kann. 


Die Haltbarkeit des Rohsekretins und des Salicyvlsiurepulvers 
haben wir bis jetzt nur wahrend eines Monats bei 0° an der Luft kon- 
trolliert. Innerhalb dieser Zeit jedenfalls halt sich die Aktivitat un- 
verandert. Zur weiteren Reinigung wurde das trockene Salicylsiure- 
pulver in absoluten Alkohol zu gesittigter Losung aufgelést, von un- 
gelosten, dunkelgefarbten, unwirksamen Bestandteilen zentrifugiert und 
die Lésung mit mehreren Volumen Ather gefallt. Nach Trocknen im 
Vakuum wurde das Salicvlat in Wasser gelést und zur Herstellung 
der verschiedenen Salze die betreffende Saure zugesetzt. Wo dies 
moéglich war, wurde die Salicylsiure mit Ather ausgeschiittelt, in anderen 
Fallen wurde die Umsetzung durch wiederholte Ausfallung in geeigneter 
Weise vollendet. Das Phosphat, Taurocholat, Citrat, Tartrat, Oxalat, 
Chlorid und Sulfat waren alle in Wasser sehr leicht loslich. Eine Kri- 
stallisation dieser Verbindungen ist uns trotz wiederholter Versuche 
nicht gelungen. Die Aktivitét war hoch, indem 0.006) bis 0.007 mg 
eine Einheit enthielten. Die trockenen Salze wurden in bezug auf ihre 
Stabilitat wahrend 14 Tage gepriift. Wahrend dieser Zeit veranderten 
sie nicht ihre Aktivitét in trockener Form an der Luft) und bei 
Zimmertemperatur. Das Sulfat wurde jedoch dabei in einigen Tagen 
inaktiviert, hielt sich aber unverandert jedenfalls 3 Wochen im Hoch- 
vakuum. Das Borat war ebenfalls im Wasser leicht l6slich, wurde 
aber wahrend der Herstellung vollstandig inaktiviert. was wohl als 
eine Hydrolyse aufgefaBt werden kann. — Die Lichtabsorption des 
Phosphats im Ultraviolett war dem der Gelatine sehr alinlich (Abb. 2). 
Das ausgepragte Absorptionsmaximum des Sekretinsalicylats bei 


1S * 
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2700 A verschwand erst nach mehreren Umfallungen in phosphorsaure 
Losung mit Alkohol und Ather und Atherextraktionen. Das Ab 
sorptionsspektrum des Sekretinphosphats wurde durch Zerstérun; 
(Erhitzung bei alkalischer Reaktion) von 70°, der Aktivitaét nich 
merkbar verandert (Abb. 2). 


 — _ —— scieeaaeaisiieianleenamanaie 
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3500 3000 2500 
Abb. 2. 


Einen viel besseren Erfolg hatten wir mit dem Pikrolonsduresalz 
des Sekretins. Pikrolonsiure und Pikrinsiure bilden im Wasser schwer 
lésliche Salze mit dem Sekretin, wenn keine Neutralsalze vorhanden 
sind. Das Pikrat war sowohl in 20°,igem wie in 95°,igem Alkoho! 
ziemlich leicht léslich, wihrend das Pikrolonat ein Léslichkeitsmaximum 
in 60- bis 70°,igem Alkohol zeigte. Die Léslichkeit in) absolutem 
Alkohol und in Wasser war sehr gering. Es schien uns deshalb aus- 
sichtsvoller, einen Kristallisationsversuch mit Pikrolonsaiure zu machen. 
Fir diese Versuche wurde die Pikrolonsaéure aus Wasser umkristallisiert. 
Trockenes Sekretinsalicylat wurde in 0,5 mol. Phosphorsiure gelést, die 
Lésung mehrmals mit Ather ausgeschiittelt, mit Alkohol bis zu 80°, 
versetzt und mit mehreren Volumen Ather ausgefallt. Das getrocknete 
Phosphat wurde in wenig Wasser gelést und mit gesattigter wasseriger 
Pikrolonsiurelésung zur maximalen Fallung versetzt. Nach zwélf- 
stiindigem Stehen bei 0° wurde die gelbe Fallung abzentrifugiert und 
mit kaltem Wasser dreimal gewaschen. Aus der Mutterlauge kann 
etwas hochaktives Material als Phosphat zuriickgewonnen werden. Das 
Pikrolonat wurde in 60° ,igem Alkohol bei Zimmertemperatur auf- 
gelést, wobei ein wenig schwach aktive Substanz ungelést blieb. Die 
Losung wurde im Vakuum zur Vertreibung des Alkohols eingedampft. 
Nach zwolfstiindigem Stehen bei 0° wurde diese Auflésung und Aus- 
fallung noch zweimal wiederholt. Die Aktivitat der dritten Fallung 
war nur wenig grOBer als die der ersten (eine Einheit auf 0,006 mg). 
Im Mikroskop bestanden die Praparate aus linglichen Kiigelchen, die 
zwischen gekreuzten Nicol sehr schwach aufleuchteten. Die Praparate 


gaben kein sicheres Réntgeninterferenzspektrum, indem eine so lange 
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ixpositionszeit gewahlt werden mubte, dal Bestandteile in dem an- 
ewandten Bindungsmittel Interferenzlinien gaben. © Etwas  bessere 
Resultate in bezug auf kristallinische Eigenschaften wurden erreicht, 
venn man eine alkoholische Lésung bei 50° herstellte und diese sehr 
jangsam abkihlte. Eine ziemlich unbedeutende aber doch sicher er- 
kennbare Schwachung der Aktivitat trat jedoch dabei ein. Mit Hinsicht 
auf das Kristallisationsvermégen hat man sehr ahnliche Erfahrungen 
uber Guanidin-pikrolonat!. Zwischen Deck- und Objektglas bildeten 
sich in den alkoholischen Lo6sungen immer nach einigen Stunden schone 
velbe Kristallnadeln, die jedoch wegen ihrer geringen Menge nicht isoliert 
und standardisiert werden konnten. 

Nach Priifung einer groben Reihe organischer Losungsmittel fanden 
wir, daB wasserfreies Pyridin angewendet werden konnte. Als Kontroll- 
versuch wurde freie Pikrolonsaure (das Peiparat war diesmal nicht aus 
Wasser umkristallisiert) bei Zimmertemperatur in wasserfreiem Pyridin 
gelost, die Losung im Vakuum zu kleinem Volumen eingedampft (ohne 
Erwairmung). Die Kristalle wurden mittels Alkohol und Hochvakuum 
vollstandig von Pyridin befreit, wonach der Stickstoffgehalt (Pregl) 
22.05°, war. Das urspriingliche Praparat enthielt 21,95°, N. Es 
scheint also unwahrscheinlich, daB freie Pikrolonsiure mit wasserfreiem 
Pyridin reagierte, da ein eventuelles Pyridinpikrolonat bei verschiedenen 
Kombinationen nicht mehr als etwa 20.7 °,, N enthalten kénnte. Wasser- 
freies Pyridin wurde so erhalten, daB Pyridin 10 Tage mit Bariumoxyd 
im verschlossenen GefaB stand und unmittelbar vor dem = Gebrauch 
iiber Bariumoxyd unter AbschluB der Luft im Vakuum_ destilliert 
wurde. Die genaue Einhaltung dieser Bedingungen ist notwendig, um 
bei den Kristallisationsversuchen cinheitliche Praparate zu bekommen, 
Die benutzte Pikrolonsiure wurde dabei aus heiBem Wasser um- 
kristallisiert. N gef.: 21,50°,: ber.: 21,22°,. Das Sekretinpikrolonat 
wurde im Hochvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet, Pyridin 
portionsweise zugesetzt. jede Portion eine Stunde unter AbschluB von 
Luft? geschiittelt, die Pyridinlésungen klar abzentrifugiert und im 
Hochvakuum ohne Erwairmung zu kleinem Volumen eingedampft. In 
unseren Versuchen wurden regelmabig 300 com zu etwa 10 cem cin- 
gedampft, wobei eine Kristallisation schon angefangen hatte. Das 
Sekretinpikrolonat scheint sehr leicht ibersattigte Losungen in Pyridin 
bilden zu kénnen. Nach zwolfstiindigem Stehen bei 0° wurde die Mutter- 
lauge abzentrifugiert, der Riickstand zweimal mit stark abgekuhltem 
Pyridin (feste Kohlensiure in Aceton) in der Zentrifuge gewaschen und 


' Martin Schenk, Zeitschr. f. physiol. Chem. 44. 425. 1905. 
* AbsehluB von feuchter Luft ist bei allen folgenden) Praparationen 


in Pyridin notwendig. 
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im Hochvakuum bei Zimmertemperatur von Pyridin befreit (Praparat A 
Von A wurde ein Teil nochmals in Pyridin gelést und die Lésung wi 
eben erwahnt behandelt (Praiparat B). Die unmittelbare Léslichkeit i; 
Pyridin ist gering, und bei den Ausschiittelungen des Sekretinpikrolonat. 
wurden immer Riickstande ungelést gelassen. Solche Riickstainde sin 
in der Tabelle If mit D (Riickstand bei der Praparation von A) und 
mit E (Rickstand bei der Préparation eines unreineren Sekretin 
pikrolonats von verschiedenen Mutterlaugen) bezeichnet. 


Tabelle Il. 





Anzahl der Einheiten 
Anzahl mg pro 1 Einheit pro mg 
Mittelwerte 


Datum der 


*riparat . = 
Pripar Standardisierung 


92 Vv { 0.0048 
\ =. ¥. 0,0053 | 213 
? | 24. V. 0.0045 | — 
25. V. 0.0043 
Mittel: 0.0047 
| ai. V. 0.0042 
B 28. V. 0.0040 243 
| 29. V. 0.0042 
Mittel: 0.0041 
| a.. ¥. 0.0049 
D 26. V. 0,0063 175 
| 37. V. 0,0063 | 
Mittel: 0.0058 
k { a. V. 0,033 95 
~ 29. V. 0,050 j - 


Mittel: 0,040 


_ Das Praparat A leuchtete stark und homogen zwischen gekreuzten 
Nicol auf. Die Kristalle waren sehr klein und unregelmaBig. Ebenso 
verhielt sich Praparat B. A gab auch deutliche aber sehr breite Réntgen- 
interferenzlinien. Zur Erhaltung von gréBeren Kristallen wurde B in 
Pyridin gelést und die Lésung tiber Nacht zu kleinem Volumen unter 
AbschluB von Luftfeuchtigkeit ohne Erwarmung im Vacuum eingedampft. 
Die Kristalle wurden wie die in den Praparationen A und B behandelt 
(Praparat C). C enthielt eine Einheit auf 0.0042 mg. Das Aussehen 
der Kristalle (in der Mutterlauge photographiert) geht aus Abb. 3 
hervor. Die Hauptportion des Praparats C ging durch einen Unfall 
verloren. Ein wenig von C wurde in Pyridin gel6st und zwischen Deck- 
und Objektglas stehengelassen und nach etwa 12 Stunden photo- 
graphiert (Abb. 4). Mit Riicksicht auf die Natur des Sekretins und das 
verhaltnismaBig hohe Molekulargewicht (s. unten) kann die Pikrolon- 
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iure nur einen sehr kleinen Teil der Verbindung ausmachen. — Die 
wristalle k6nnen demnach und nach den oben wiedergegebenen Re- 
sultaten nicht aus freier Pikrolonsiure bestehen. Bei den Standardi- 





Abb. 3. 
Die kleineren Kristalle. 


sierungen der Pikrolonate wurde eine abgewogene Menge in 0.5 mol. 
Phosphorsiure im Zentrifugenrohr gerieben, mit Ather gut vermischt, 
der Ather abzentrifugiert und die Atherbehandlung so lange wieder- 





Abb. 4 
Die grotieren Kristalle. 


holt, bis keine gelbe Farbe in der Wasserlésung zu sehen war. Ein 
Vergleich zwischen der GréBe unserer Einheiten und denen von /ry 


und von Sti/l benutzten scheint uns zwecklos zu sein, da eine Berechnung 
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der Sekretinaktivitat auf Kilogramm Korpergewicht nach unserer E) 


fahrung bei Katzen unzulissizg ist. Kin Standardpraparat (das als) 


eine seiner Rohpraiparate ausmachte), das uns £. Still freundlichs 
iiberreicht hat, enthielt nach unserer Methode eine Einheit auf 0.2 mg 


Fir analytische Zwecke wurde in derselben Weise wie bei de, 
Standardisierungen eine phosphorsaure Lésung aus dem_ reinsten 


Sekretinpikrolonat (B) bereitet und diese mit Alkohol und Ather gefallt 
Wir sind The Svedberg und K. Linderstrém-Lang zu groBem Dank vei 
pflichtet fiir ihre Bestimmungen des Molekulargewichts und des Ver 
haltens gegen Proteasen. Nach The Svedberg zeigte das Priparat 
(Sekretinphosphat) in der Ultrazentrifuge eine hohe Reinheit und 
besondere Einheitlichkeit. Eine 0,17 °,ige Sekretinphosphatlésung in 
m 10 KCl — m 100 KH,PO, wurde bei einer Tourenzahl von 74000 pro 
Minute (etwa 400000 ~ Gravitationskraft) zentrifugiert. Bis jetzt 
ist nur die Sedimentationskonstante bestimmt (1,03. 10°'). Das 
exakte Molekulargewicht kann erst nach Bestimmung des Sedimen- 
tationsgleichgewichts angegeben werden. Aus der Sedimentations- 
konstante berechnete sich unter Annahme von spharischer Form und 
demselben spezifischen Volumen wie fiir Proteine cin Molekulargewicht 
von etwa 5000. Eine eventuelle Abweichung von spharischer Form 
wurde mit sich bringen, daB dieser Wert ein wenig erhéht werden 
mubte. 


K. Linderstrém-Lang hat mit seinen Mikrodigestionsmethoden ge- 
funden, daB Pepsin in 5 Stunden etwa !; von sdamtlichen Peptid- 
bindungen spaltet (unter Annahme von 25 solchen Bindungen im Se- 
kretinmolekiil). Aktiviertes Pankreasextrakt hatte eine noch starkere 
spaltende Wirkung, indem etwa die Halfte der Peptidbindungen 
in 2 bis 2,5 Stunden gelést wurden. Von Aminopeptidasen wurde 
Sekretin mit gr6Bter Wahrscheinlichkeit nicht angegriffen. Diese Unter- 
suchung wird von K. Linderstrém-Lang durchgefiihrt werden, sobald 
wir gréBere Substanzmengen zur Verfiigung stellen kénnen. 


Unser Apparat fiir Bestimmung von C und H machte zufallig Schwierig- 
keiten, weshalb diese Bestimmungen von A. Schoeller, Berlin, ausgefiihrt 
worden sind. Durch ein MiBverstandnis wurde dabei die Trocknung in 
verschiedener Weise als bei uns fiir Stickstoffbestimmungen ausgefiihrt. 
Die Trocknung wurde jedoch in allen Fallen bei 50° ausgefiihrt, woraus 
selbstverstandlich erfolgt, daB wir keine bestimmte Aussage daritiber machen 
kénnen, ob alles hygroskopisches Wasser entfernt wurde. Mit diesen Reser- 
vationen geben wir die erhaltenen Werte an. Nach A. Schoeller (Sekretin- 
phosphat ): 


4.451 mg bei 50° im Hochvakuum iiber P,O; getrocknet, 0.315 mg 
CGewichtsverlust, 7,.08°,, Gewichtsverlust. 

4.900 ,, 9 ., 50° im Hochvakuum iiber P,O; getrocknet, 0.391 mg 
Gewichtsverlust, 7,.98°, Gewichtsverlust. 
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4,848 mg be: 50° im Hochvakuum tiber PLO, getrocknet. 0.299 my 
Gewichtsverlust, 617°. Grewichtsverlust. 


4.528 .. 0) ., 50° im Hochvakuum tber P.O; getrocknet. O.318 my 
Gewichtsverlust, 7.86°,, Gewichtsverlust. 

4.136 2.) 6.990 mg COsg: 2.5380 mg H,O: 46,11°, Cz 685° H. 

4,509 .. 7,630 ., CO.; 2.800 ., HO; 46,18°,, C; 695°, H. 

4,549 ., 7.640 .. CO,:; 2,820 ,, H,O: 45,82°, C; 694°, H. 

4,210 .. 7,180 .. COs; 2.620 .. HO: 46.219, Cs 6.96%, H. 

11.816 ..) bei 50° im Hochvakuum 3! , Stunden tiber P.O, getrocknet, 
OS886img CGewichtsverlust. 

16,162...) 50° im Hochvakuum 3! , Stunden tiber PO, getrocknet, 
180mg Gewichtsverlust. 

10.930) ., 0.680 mg BaSO,: 0O,68°. 8S. 

14.982 ., 0,960 ., BaSO,; 0,88°, S. 


Im hiesigen Laboratorium (Sekretinphosphat ): 

1,660 mg mit Wasserstrahlpumpe tiber CaCl, getrocknet, bei 50° ( Preg/- 
Dumas) 14,51°,, N. 

1.572 .. mit Wasserstrahlpumpe iiber CaCl, getrocknet, bei 50° ( Preql- 
Dumas) 14.47°. N. 

2.005 ., mit Wasserstrahlpumpe tiber CaCl, getrocknet, bei 50° (Preq/ 
Dimas) 14,46°,. N. 

Kine andere Préparation von Sekretinphosphat ergab nach der Met hode 

T. Teorell® in derselben Weise getrocknet : 
Clee mer ws te ek ewe we & BY 
Ra oe. ae ws Se Sr a 


Im Mittel waren die CGewichtsverluste in Schoellers Analysen 7.31 
in unseren Analysen 3.81°,.0 Troeknung 4.5 und 6 Stunden ber 50° 
* P,O; im Hochvakuum gab bei uns einen Gewichtsverlust von 3.59! 
Unten sind die Mittelwerte der Analysen angegeben, wobei unset 


Stickstoffwert, nach  Schoellers | Gewichtsverlust umyerechnet. ein 


gekl 


ammert ist. 


46.08 °. © 
693°. H 
14.39°.. N (14.93) 
O68° S 
SSCS 


In bezug auf die Farbreaktionen wollen wir hier nur folgendes 


bemerken: 


Biuretreaktion . .. . «2.1 .«+s © «+ «© « » « Stark positiv 
Millons Reaktion (Fallung). . . . . . . . . . megativ 


Ninhydrinreaktion (4.6mg N pro beem) . 6 a 
(Diese Reaktion kam auch nach schwacher Saurehiyvdrolyse nicht hervor. ) 


Diacetylreaktion (nach Harden und Norris)... positiv (' 15 990) 
Moleths Reaktion ......+++s6 +4 + » negativ 
' 7. Teorell, Acta Med. Seand. 68, 305, 192s. 
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Zusammenfassung. 

Von dem Teil des Sekretins, der in saurer, wasseriger L6suny 
extrahierbar war, lieB sich ein Rohprodukt von hoher Aktivitat iy 
auberordentlich guter Ausbeute herstellen. Eine weitere Reiniguny 
konnte mittels eines speziellen Elektrodialyseverfahrens durchgefiihi 
werden. Es gelang auch mit Pikrolonséiure, ein kristallinisches Salz 
mit nach drei Kristallisationen konstanter, hoher Aktivitat aus wasser- 
freiem Pyridin zu erhalten. Das Molekulargewicht wurde mittels de: 
Ultrazentrifuge mit dem Phosphat vorlaufig zu ungefaihr 5000 fest- 
gestellt. Es zeigte sich dabei, daB das Praparat einheitlich war 
Das Vorhandensein von Peptidbindungen konnte durch Protease- 
digestion demonstriert werden. Aromatische Aminosiuren waren 
wahrscheinlich nicht vorhanden. Die Schwefelanalyse deutete auf ein 
Atom Schwefel pro Molekiil hin. Die Diacetylreaktion war ziemlich 
stark, Arginin kénnte also vorhanden sein. Die Ninhydrinreaktion wa: 
negativ. Verschiedene Erklarungen hierfiir sind denkbar. Das Ver 
halten zu Permutit, bei der Elektrodialyse' und zu Sauren deutete 
am nachsten auf jedenfalls tiberwiegend basische Eigenschaften hin 
Der Stickstoffgehalt stimmte durchaus nicht mit dem in /erys und 
Stills reinsten Priparaten. Mit der Bezeichnung Sekretin wollen wit 
keine Aussage dariiber machen, daB unsere reinsten Praparate unter 
Erhéhung der Aktivitaét nicht gespaltet werden kénnen. 

Die Arbeit wird unmittelbar fortgesetzt, um = gewisse weitere 
Konstanten zur Charakterisierung des Sekretins festzustellen. 

Die Untersuchung wurde mit Unterstiitzung von ,.The Rockefeller 
Foundation’: und ,,Nobelfonden fér fysiologi och medicin** ausgefiihrt. 


' Vel. auch Agren u. Wilander, diese Zeitschr. 259, 365, 1933. 
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Uber den Einflub 
der Kationen auf das Girvermégen der Tumorzelle. 


Ill. Mitteilung: 
Weitere Untersuchungen iiber die Wirkung des Kaliums. 


Von 


A. Lasnitzki. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Universitatsinstituts fiir Krebs- 
forschung an der Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 6. Juni 1935. 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Untersuchungen, iiber die vor kurzem berichtet wurde', haben 
ergeben, daB das Kalium die Vergarung des Traubenzuckers seitens 
der Tumorzelle fordert, wenn es nach einem Garabschnitt in kalium- 
und calciumfreier Ringerlésung dem Medium hinzugefiigt wird. Wahrend 
mittels dieser Anordnung der EinfluB des nachtrdglichen Kaliumzusatzes 
festgestellt wurde, habe ich in weiteren Untersuchungen auch die 
unmittelbare Wirkung des Kaliums gepriift und mit der gemeinsamen 
Wirkung von Kalium und Calcium verglichen.  SchlieBlich wurde 
untersucht, wie sich unmittelbare und nachtragliche Kaliumwirkung 
zueinander verhalten. Die Ergebnisse dieser ausschlieBlich mit dem 
Jensen-Sarkom angestellten Versuche seien hier mitgeteilt und daran 
einige allgemeine Bemerkungen gekniipft. 


Methodik. 


Messung der anaeroben Garung nach Warburg. Flaschenférmige 
GefiBe mit leerem oder gefiilltem Anhang (Ve = 2,0 bzw. 2,2 ccm, 
Keo, ~ 1,5) oder kastchenférmige GefaBe (Vp 2,0 oder 3,0 ccm, 
Keo, ~™ 0.6 bis 1,1); Ringerlésung als Medium (Naheres s. unten); Gasraum : 
5 Vol.-°,, CO, + 95 Vol.-°,, Ng; pu: 7,4; Temperatur : 37,5°. Die Ablesungen 
erfolgten in Abstanden von 15 Minuten. Der fiir Jedes Beobachtungs- 
intervall bestimmte Géarungsquotient (Q*2) ist das MaB des Girvermdégens. 


1 4. Lasnitzki u. O. Rosenthal, diese Zeitschr. 262, 203, 1933. 
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Variation des Mediums. 





Ringerlésung Ringerlésung Ringerlésung 
Medium ohne Kalium ohne Calcium, mit Kalium 
und Calcium mit Kalium und Caleium 
Kurze Bezeichnung Rgl. K-Rgl. K, Ca-Rgl. 
NaC]. . | 0,124 Mol/Liter = 0,1215 Mol/Liter 0,119 Mol/Lite: 
‘ KCl. . _ 0,0025 0.0025 
Zusammen- |, ~, ” 
setzung yCeCle - % ae 0,0018 ” 
seen [NaHiCo, < 0,025 Mol/Liter > 
Glucose < 0,2% > 
Ergebnisse. 


1. Wirkung des Kaliums und gemeinsame Wirkung von Kalium und Calcium, 


Schnitte aus verschiedenen Teilen des gleichen Tumors wurden. i: 
Rgl., K-Rgl. und K,Ca-Rgl. eingelegt und darin wie iiblich gewaschen 


Es folgte die Bestimmung der Garintensitat in den entsprechenden Lésungen. 
meist fiir drei Beobachtungsintervalle. Im ganzen wurden 15 solcher Ver- 
suchsreihen durchgefiihrt, von denen mit einer Ausnahme immer je zwei 


gleichzeitig und vom gleichen Tumor angesetzt wurden. 


Die erhaltenen Géarungsquotienten zeigt Tabelle I; ihre Mitte! 


werte gibt auBerdem Abb. 1 wieder. Fiir Rgl. hat der mittlere Garungs- 
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B—1-yl  EEA lo-fi. 
Abb. 1. 
Garung des Jensen-Sarkoms in Rgl., K-Rgl. und K, Ca-Rg]. 


quotient im ersten Beobachtungsintervall den Wert 13,4, im zweiten 
und dritten den Wert 12,9. Demgegeniiber ergibt sich fiir K-Rgl. 
ein mittlerer Garungsquotient von 23,3 im ersten, 27,9 im zweiten 
und 2/,5 im dritten Beobachtungsintervall. Starker als in K-Rgl. 
ist in allen Versuchen die Géarung in K,Ca-Rgl. Der mittlere 
Garungsquotient betrigt fiir das erste Beobachtungsintervall 30,4, fiir 
das zweite 27,] und fiir das dritte 26,8. Fir K-Rgl. ergibt sich ein 
mittlerer Garanstieg von 70°, gegeniiber 715%, fiir K, Ca-Rgl. (Durch- 
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288 A. Lasnitzki: bint 
schnitt aus den Werten der drei Beobachtungsintervalle). Das Ver- 
: Garanstieg durch K : ; ? 
haltnis —. : - = betragt im Mittel fiir jedes Beol- 
Giranstieg durch K + Ca 
achtungsintervall rund 0,6. 


2. Unmittelbare und nachtrdgliche Kaliumwirkung. 

Die Versuche bestanden aus zwei Abschnitten zu Je drei Beobachtuny- 
intervallen (Anordnung wie in Mitteilung II). Im ersten Abschnitt wurc: : 
die Garintensitét von Schnitten des gleichen Tumors, die in der tibliche: - 
Weise vorbehandelt waren, teils in Rgl. und teils in K-Rgl. gemesse 
Danach wurde durch Einkippen der Zusatzlésung die Rgl. in’ K-Rg! ; 
iibergefiihrt und zu der schon vorhandenen K-Rgl. im gleichen Volumen- 
verhaltnis frische K-Rgl. hinzugefiigt. Im zweiten Abschnitt wurde dann 
die Garintensitaét ausschlieBlich in K-Rgl. gemessen, jedoch einmal of» 
und einmal mit vorangegangener Girung in Rgl. Von jeder Grupj» , 
wurden immer zwei Versuche gleichzeitig angesetzt. Die Gesamtzahl de: 
Versuche betragt fiir jede Gruppe 12. 

Wie Tabelle II und Abb. 2 zeigen, ist die durchschnittliche Giir- : 
intensitat der Tumorschnitte wahrend des ersten Abschnittes sowohl in 
K-Rgl. als in Rgl. gréBer als in den vorstehenden Versuchen. De 
mittlere Garungsquotient in K-Rgl. betraigt im ersten Beobachtungs. 
intervall 27,7 und sinkt bis zum dritten auf 25,5. In Rgl. hat er ; 
den Wert /4,3 im ersten Beobachtungsintervall, im zweiten und dritten 
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Abschritt I Absthrit I 
Abb. 2. 


Girung des Jensen-Sarkoms. 
Medium {Gruppe 1: K-Rgl. in Abschnitt I und I. : 

(Gruppe 2: Rgl. in Abschnitt I, K-Rgl. in Abschnitt IT. 
den Wert 13,6. Da die Erhéhung in Rgl. nur gering, in K-Rgl. aber | 
groBer ist, tritt der Einflu8 des Kaliums in diesen Versuchen starket 
hervor (durchschnittlicher Garanstieg iiber 97°,). Der Abfall der Gar- 
intensitat in K-Rgl. ist im zweiten Versuchsabschnitt weiter fortge- 
schritten. Im ersten und zweiten Beobachtungsintervall liegt der mittler 
Garungsquotient bei etwa 23; im dritten betragt er 27,7. Demgegeniibe: 
erreicht der mittlere Garungsquotient in der Gruppe mit nachtraglicher 
Kaliumzusatz einen Wert von 79,7 im ersten und von etwa 20 im zweite: 
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und dritten Beobachtungsintervall!. Die Annaiherung an die korrespon. 
dierenden Werte der ersten Versuchsgruppe ist also keine vollkommen: 
aber immerhin sehr bedeutend. Im dritten Beobachtungsinterva!| 
betragt der Unterschied der mittleren Garungsquotienten nur noch 
etwa 10°, (vgl. Abb. 2). 

Diskussion. 

Den Ausgangspunkt unserer Untersuchungen bildete eine Reily 
von Tatsachen tiber den Gehalt wachsender Gewebe an den physiolo- 
gisch wichtigen Leichtmetallen und iiber den EinfluB, den diese Leicht- 
metalle auf das Wachstum selbst ausiiben. Im Mittelpunkt diese: 
Tatsachen stand der Befund, daB der Kaliumgehalt wachsender Gewel 
(Tumorgewebe, Hiihnerembryo) mit der Intensitat des Wachstums 
parallel geht und daB sowohl das normale, postfétale Wachstum des 
Organismus als auch das Tumorwachstum durch Kalium geférdert 
wird. Trotz mancher noch bestehender Liicken muBte dieses Ergebnis 
zu dem SchluB fiihren, daB dem Kalium bei der Aktivierung des Zell- 
wachstums eine wichtige Rolle zufallt?. Im Hinblick auf die Ver- 
kniipfung von Garvermégen und Wachstum wurde daraufhin die Frage 
gestellt, ob und inwieweit die Garintensitat wachsender Zellen durch 
die Gegenwart bestimmter Kationen, welche den in Betracht kommenden 
Leichtmetallen entsprechen, beeinfluBt werden kann. Fiir das Kalium 
hat sich nunmehr ergeben, daB es die Vergérung der Glucose durch 

' In einigen Versuchen dieser Gruppe wurde die insgesamt gebildete 
Milchsaiuremenge nach der Methode von Mendel-Goldscheider bestimmt und 
eine befriedigende Ubereinstimmung mit dem Ergebnis der manometrischen 
Messung gefunden. 

2 Beziiglich des Tumorwachstums gelangt neuerdings Mordvek (Zeitschr. 
f. Krebsforsch. 35, 509, 626, 1932; diese Zeitschr. 258, 340, 1933) zu einer 
anderen Anschauung auf Grund von Aschenanalysen am lous-Sarkom 


, des Huhnes und einer Anzahl Normalgewebe desselben, besonders der den 


Tumor umgebenden Muskulatur. Der Autor findet, daB im Tumorgewebe 
der Gehalt an Natrium gesteigert und der Gehalt an Kalium, vor allem in 
der Asche selbsi, herabgesetzt ist, und schlieBt daraus. daB das Tumor- 
wachstum mit einer Anreicherung von Natrium, nicht von Kalium, in 
Zusammenhang steht. Hierzu ist zu bemerken, da der Kaliumgehalt 
eines stark wachsenden Gewebes, wie des Tumorgewebes, mit dem eine! 
stationéren, hochdifferenzierten Gewebsart nicht ohne weiteres verglichen 
werden kann, da der aktivierende EinfluB des Kaliums keineswegs auf das 
Wachstum beschrankt ist, sondern sich auch auf spezielle Zellfunktionen, 
wie etwa die Muskelkontraktion, erstreckt. — Gleichfalls neuere, an mensch 
lichem Material (Tumor- und Ursprungsgewebe) vorgenommene Analysen 
von Epstein (Zeitschr. f. Krebsforsch. 38, 63, 1932) sprechen wiederum fiir 
den Zusammenhang von Kalium und Wachstum, desgleichen eine Unter- 
suchungsreihe des gleichen Autors tiber die Beeinflussung des Tumor- 
wachstums durch erhéhte Kaliumzufuhr in der Nahrung (Zeitschr. f. Krebs- 
forsch. 38, 535, 1933). 
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influB der Kationen auf das Garvermégen der Tumorzelle. IIL. 291] 


die Tumorzelle steigert. Die Wirksamkeit des Kaliums in der Tumorzelle 
hat aber seine Anwesenheit im Zellinnern zur Voraussetzung. Das 
Ergebnis besagt also, genauer ausgedriickt, daB das Gairvermégen der 
‘‘umorzelle mit ihrem Kaliumgehalt ansteigt. In diesem Sinne werden 
wir auch den natiirlichen Kaliumgehalt der Tumorzelle eine Bedeutung 
fur ihr Garvermégen im Organismus zuschreiben und die Aktivierung 
des Tumorwachstums durch das Kalium vor allem auf die Steigerung 
dieser Zellreaktion zuriickfiihren, welche ganz oder zu einem wesentlichen 
Teil die Energie fiir den Vorgang des Wachstums liefert. 

Die Tatsache, daB der EinfluB des Kaliums nicht nur unmittelbar, 
sondern auch nach vorangegangener Garung im kaliumfreien Medium 
hervortritt, zeigt, daB der mit der Ausschaltung des Kaliums ver- 
bundene Garabfall reversibel ist. Der Grad der Reversibilitat muB 
auf Grund der letzteren Untersuchungen zu mindestens 80°, an- 
genommen werden. Ungeklart bleibt noch bei den friiheren Versuchen 
die auffallend geringe Abhangigkeit der Ausschlige von der KCIl- 
Konzentration, ebenso die Erscheinung des sekundiren Giarabfalles, 
die in den Versuchen mit Jensen-Sarkom, namentlich unter dem EinfluB 
der héheren KCl-Konzentrationen, beobachtet wurde. In_ beiden 
Fallen wird eine Klarung wohl erst dann méglich sein, wenn bekannt 
ist, in welcher Beziehung der Kaliumgehalt des Tumorgewebes zur 
KCl-Konzentration des Mediums steht. Der Befund, daB die Wirkung 
des Kaliums geringer ist als die gemeinsame Wirkung von Kalium und 
Calcium, weist endlich darauf hin, daB auch dem Calcium ein giarungs- 
fordernder EinfluB8 zukommt, dessen Fortfall offenbar durch eine Er- 
héhung der Kaliumkonzentration nicht ausgeglichen werden kann. Cher 
nihere Untersuchungen, die dem Verhalten des Calciums gelten, wird 
spiter zu berichten sein. 

Zusammenfassung. 

1. Bei unmittelbarer Einwirkung steigerte das Kalium (0,0025 Mol 
pro Liter KCl) die Garintensitit des Jensen-Sarkoms durchschnittlich 
um 77°,, bezogen auf die Garung im kalium- und calciumfreien Medium. 
Die gemeinsame Wirkung von Kalium und Calcium (0,0025 Mol Liter 
KCl, 0,0018 Mol/Liter CaCl,) ergab demgegeniiber eine Forderung 
von durchschnittlich 7/5°,. In einer anderen Versuchsreihe betrug der 
Garanstieg durch Kalium allein iiber 97°,. Der Garabfall infolge 
Ausschaltung des Kaliums war in einem hohen Grade reversibel. 

2. Die Tatsache, daB das Tumorgewebe im natirlichen Zustande 
einen hohen Gehalt an Kalium besitzt, weist darauf hin, daBb das Gar- 
vermégen der Tumorzelle auch im Organismus durch Kalium gefordert 
wird. Die Aktivierung des Garvermégens macht die  wachstums- 
fordernde Wirkung des Kaliums verstandlich. 
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Uber den Einflu6 
der Kationen auf das Garvermégen der Tumorzelle. 


IV. Mitteilung: 
Lithium. 
Von 


A. Lasnitzki. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Universitatsinstituts fiir Krebs- 


forschung an der Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 6. Juni 1933.) 


Die Tatsache, daB das Tumorgewebe nicht nur einen hohen Gehalt 


an Kalium, sondern wie alle wachsenden Gewebe einen betracht- 
lichen Wassergehalt besitzt, laBt einen Zusammenhang zwischen der 


bekannten quellungsférdernden Eigenschaft des Kaliums und _ seiner 
Wirkung auf das Garvermégen vermuten. Es liegt nahe, anzunehmen. 
daB die Intensitat der Garung unmittelbar nicht vom Kaliumgehalt 
der Zelle, sondern vom Quellungszustand bestimmter oder saimtliche1 
Zellkolloide abhangt und innerhalb gewisser Grenzen ihm parallel geht 
wahrend der Quellungszustand selbst im wesentlichen durch das Kalium 
reguliert wird!. Andererseits ware denkbar, daB die Kombination des 
Natriums mit einem anderen heliehigen Alkaliion den gleichen garungs- 


' Vail. hierzu A. Lasnitzki, Zeitschr. f. Krebsf. 27, 116, 1928. Die Vor- 
stellung eines Parallelismus von Quellungszustand und Gaéarvermégen steht 
im Einklang mit den Befunden Embdens und seiner Mitarbeiter beziiglich 
der Wirkung verschiedenartiger Anionen und Kationen (darunter auch 
von Kalium) auf den Lactacidogenstoffwechsel im Froschmuskelbrei (siehe 
besonders Embden u. Lehnartz, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 
134, 243, 1924; Lange, ebenda 137, 105, 1924). 
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-teigernden Effekt hervorruft, auch dann, wenn die Quellung der 
Zellkolloide durch diesen Zusatz nicht geférdert, sondern eher ver- 
mindert wird. Ein Alkaliion von dieser Eigenschaft ist das Lithium. 
Es fragt sich daher, ob und in welcher Weise die Garung der Tumorzelle 
im K- und Ca-freien Medium durch Lithium beeinfluBt wird. 

Die Untersuchung erfolgte mittels nachtrdglichen Zusatzes und sonst 
in der tblichen Weise. Nach einem Garabschnitt in Rel. von 45 Minuten 
Dauer wurde dem Medium LiCl] hinzugefiigt (Einkippen von LiCl-haltiger 
Rgl.). Die Konzentration an LiCl waihrend des zweiten Versuchsabschnittes 
betrug 0,0025, 0,01 oder 0,04 Mol Liter, entsprach also jeweils einer der 
drei in der Hauptsache untersuchten KClI-Konzentrationen. Fast stets 
wurden parallel laufende, an Schnitten des gleichen Tumors angestellte 
Kontrollversuche ausgefiihrt, in denen entweder kein Zusatz erfolgte oder 
entsprechende Zusatze von NaCl gemacht wurden. 

Das Ergebnis ist, dafs das Lithium in keiner der drei Konzen- 
trationen einen EinfluB8 auf die Garintensitat ausiibt. Betrachten wir 
zunachst die mit dem Flerner-Tumor angestellten Versuche! (Tabelle Ia, 
Nr. 1 bis 4: Ib, Nr. 1 bis 8), so bemerken wir, daB die Veridinderung, 
die der mittlere Garungsquotient im zweiten Abschnitt erfahrt, bei den 
Kontroll- und Lithiumzusatzversuchen sich vollkommen gleichartig 
verhalt. Was die entsprechenden Untersuchungen mit Jensen-Sarkom 
(Tabelle II, Nr. 1 bis 35; Tabelle III, Nr. 1 bis 42) anbetrifft, so wurden 
die Gairungsquotienten in einem Teil der Versuche, namentlich bei den 
ersten, auBergewohnlich hoch gefunden. Es kénnte dies daran liegen, 
daB der EinfluB der Kalium- und Calciumausschaltung hier geringer 
als bei der Mehrzahl der sonstigen Versuche ist, oder daran, dal es sich 
um besonders stark girende Tumoren handelt?. Bei den alteren Ver- 
suchen konnte zuweilen ein schwacher Anstieg des Garungsquotienten 
nach Zugabe des Lithiums oder eine relative Garungsf6rderung gegeniiber 
den zugehérigen Kontrollversuchen festgestellt werden. Solche Aus- 
schlage sind aber wohl auf zufallige Einfliisse zuriickzufiihren, um so 
mehr, als sie in einer Reihe erganzender, kiirzlich ausgefiihrter Ver- 
suche kaum noch beobachtet wurden. Das Verhalten der mittleren 
Garungsquotienten zeigt jedenfalls, dab auch das Garvermogen des 
Jensen-Tumors durch Lithium nicht beeinfluBt wird. 


Die Anschauung, daB die garungssteigernde Wirkung des Kaliums 
mit seiner quellungsférdernden Eigenschaft zusammmenhangt, erhalt 
durch diese Versuche eine wichtige Stiitze. Fur eine sicher begriin- 
dete Theorie sind aber noch weitere Untersuchungen erforderlich. 


1 Gemeinsam mit O. Rosenthal ausgefihrt. 

2 Wie groB die Unterschiede zwischen zwei verschiedenen [Impt-serien 
sein kénnen. zeigen auch die beiden Jetzten Versuchsreihen vom 13. und 
15. II. besonders deutlich. 
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300 A. Lasnitzki: 


Anhang. 
Weitere Untersuchungen zum Wirkungsmechanismus des Kaliums. 


l. Forderung der Glucoseaufnahme oder direkte 
Beschleunigung des Garvorganges? 

Fir das Zustandekommen der Kaliumwirkung miissen noch, von 
einer anderen Seite her gesehen, zwei grundsatzliche Méglichkeiten in 
Betracht gezogen werden. Entweder wird das Aufnahmevermégen det 
Tumorzelle fiir Glucose erhéht, oder der Garvorgang als solcher wird be: 
unveranderter Glucosezufuhr beschleunigt. Beide Vorgange kénnten sich 
natiirlich kombinieren. Steht der EinfluB des Kaliums mit einer Steige- 
rung der Glucoseaufnahme in Zusammenhang, so miiBte es offenbar 
gelingen, die Ausschaltung des Kaliums durch eine erhéhte Zuckerzufuhi 
zur Tumorzelle auszugleichen. Nun wissen wir auf Grund der Warburgschen 
Untersuchungen, daB die Garintensitat des Tumorgewebes (Flexner-Tumor } 
in K,Ca-Rgl. von der Glucosekonzentration des Mediums praktisch un- 
abhangig wird, wenn diese den Wert von 0,15 bis 0,2°,, tiberschreitet. 
EKigene Untersuchungen an beiden Tumorarten ergaben auch fiir Rg! 
keine Steigerung der Géarintensitaét, wenn der sonst iibliche Glucosegehalt 
tiberschritten wurde (Erhéhung bis auf 1,0°,). Es fragt sich nur, ob 
eine Vermehrung der Zuckermenge im Medium auch mit einer erhéhten 
Zuckeraufnahme seitens der Tumorzelle verbunden ist. Zur Priifung dieser 
Frage wurde untersucht, ob ein Tumorschnitt bei e/nseitig erhéhter Glucose- 
konzentration fiir die iiberschiissige Zuckermenge durchldssig ist. Die 
Anordnung bestand darin, da®B der in Rgl. suspendierte Tamorschnitt 
(von geniigend groBer Flache und 0,5 bis 0,7 mm Dicke, meist vom 
Flexner-Tumor) auf einer vernickelten Metallplatte, die den Boden eines 
schmalen Glaszylinders bildete, ausgebreitet und so fixiert wurde, dab 
er ein in der Mitte befindliches kreisrundes Loch von 3,5 mm _ Durch- 
messer verdeckte und gleichmaBig nach allen Seiten iiberragte. Der Glas- 
zylinder wurde mit der Innenfliissigkeit, Rgl. mit 0,25 °,, Glucose, beschickt. 
Die AuBenfliissigkeit, in die er bis zur Héhe der Innenfliissizkeit ein- 
tauchte, bildete eine Rgl., deren Glucosegehalt um das Zehnfache erhoht 
war. Die Fixierung des Tumorschnittes war so, daB eine Zuckerdiffusion, 
die nicht durch das Gewebe fiihrte, ausgeschlossen werden konnte. Nach 
Beendigung des bei 37° ausgefiihrten Versuchs wurde der Glucosegehalt der 
Innenfliissigkeit bestimmt und mit dem Anfangsgehalt verglichen. 

Es ergab sich, daB wahrend einer Versuchszeit von 4 Stunden eine 
Zuckerdiffusion durch den Tumorschnitt in nachweisbarer Menge nicht 
erfolgte. Auch die Hinzufiigung von 0,01 oder 0,04 Mol Liter KCl zur 
Innen- und AuBenfliissigkeit anderte nichts an diesem Ergebnis. Eine 
langere Ausdehnung der Versuche erschien nicht ratsam, da die Lebens- 
tatigkeit des Gewebes wohl schon nach 4 Stunden merklich geschwacht 
war. (In einem Versuch zeigte die vor der Offnung gelegene, nachtraglich 
ausgeschnittene Partie des Tumorschnittes in Rel. ein etwa halb so 
groBes Garvermégen wie ein vom gleichen Tumor stammender, in ge- 
wohnlicher Rgl. bei 37° aufbewahrter Schnitt.) In der gleichen An- 
ordnung und Zeit lieBen Pergament- und Kollodiummembranen einige 
Milligramme Glucose hindurchtreten. ein Ausschlag, der nicht durch eine 
osmotische Wasserbewegung vorgetéuscht war, da er auch bei glucose- 
freier Innenfliissigkeit erhalten wurde. Eine Entscheidung unserer Frage 
konnte also durch diese Anordnung nicht erzielt werden. 
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EinfluB der Kationen auf das Garvermégen der Tumorzelle. IV. 30] 


2. Kalium und Brenztraubensaure. 


Geht man von der Annahme aus, das die Wirkung des Kaliums 
vanz oder zum Teil in einer direkten Beschleunigung des Crirprozesses 
besteht, so fragt es sich, an welcher Stelle des Gairchemismus das 
Kalum angreift. Eine Aussicht. dieser Frage naherzutreten, boten die 
Untersuchungen von Mendel, Bauch und Strelitz' iiber die Rolle der Brenz- 
traubensdure im Chemismus der Giéirung. Die von den Autoren gefundene 
Tatsache, daB Brenztraubensiure in schwacher Konzentration das Crair 
vermogen normaler, stationdrer Gewebe um 100°, und dartiber steigert, 
ind der weitere Befund, daB das Tumorgewebe in zuckerhaltiger Ringer- 
ljosung (K, Ca-Rgl.) bestandig geringe Mengen von’ Brenztraubensiure 
bildet, lassen es als mdglich erscheinen. daB der aktivierende Einflub 
des Kaliums auf dem Umwege iiber eine verstarkte Bildung von Brenz- 
traubensaéure zustande kommt. die erst ihrerseits die Milchséurebildung 
katalytisch beschleunigt. Trifft dies zu, so muBte das Kalium durch Brenz- 
traubensaéure ersetzbar sein. 

Es wurde darauthin die Garung in gewohnlicher Rel. und in Rel. 
mit 0,001 Mol Liter Brenztraubensaure (Na-Salz) Jeweils an Schnitten des 
gleichen Tumors gemessen. Das Ergebnis war. daB die Cxirintensitat bei 
Gegenwart von Brenztraubenséaure kaum gr6ber als in’ gewohnlicher 
Rgl. ist. In drei aufeinanderfolgenden Beobachtungsintervallen wurden 
als mittlere Garungsquotienten von acht (im letzten Interval] sechs) Einzel- 
bestimmungen ohne Brenztraubensiure die Werte 15,0, 14.4 und 15.0, mat 
Brenztraubensaure die Werte 16,0, 15,0 und 14,5 erhalten. Bei besonders 
kleiner Girintensitat scheint eine geringe Steigerung mdoglich zu sein. 
Doch ist dies wegen der geringen Versuchszah! nicht sicher und = auch 
ohnehin fiir eine SchluBfolgerung nicht ausreichend. Somit fiihrten auch 
diese Untersuchungen zu keiner weiteren Autklirung tiber die Wirkunes- 
weise des Kaliums. 


Zusammenfassung, 


Das Kalium kann in seiner Wirkung auf die Gairung der Tumorzelle 


durch Lithium nicht ersetzt werden. Dieser Befund spricht dafiir, 
daB die Aktivierung des Girvermégens mit der quellungsfordernden 
Eigenschaft des Kaliums zusammenhaingt. Weitere Anhaltspunkte 


fiir den Wirkungsmechanismus des Kaliums lassen sich noch nicht er- 


bringen. 


1 Klin. Wochenschr. 10, 118, 1931. 


Biochemische Zeitschrift Band 264. 20 
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Uber eine Methode zur Bestimmung geringer Mengen 
ungesittigter Fettsiuren in biologischen Fliissigkeiten. 


Vor 
R. Willheim und Friedrich Scholl. 


Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien 


(Einqeqangen am 27. Juni 1933.) 


Trotz des groBen Interesses, das dem Fett- und Lipoidbestand de 
tierischen Gewebe seit geraumer Zeit entgegengebracht wird. fehlt es 
merkwiirdigerweise an einer Methodik, die es erlauben wiirde, sic! 
in einfacher und bei ganz geringen Mengen anwendbarer Weise ein: 
Vorstellung iiber die Zahl der in einem Fett vorhandenen ungesdttigte, 
Bindungen zu verschaffen. Spielt doch diese Eigenschaft bei eine: 
Reihe von biologischen Qualitaten, darunter wohl auch fiir den Wert 
eines Lipoids als Wasserstoffakzeptor und damit fiir die Oxydations- 
vorgange, eine Rolle. Da es in dieser Richtung hauptsachlich di: 
Olsdure ist, die unser Interesse fesselt, gingen wir daran, nach einer 
Methode zu suchen, die gestattet, diese Saure auch in jenen geringe 
Fettquantitaten zu erfassen, die bei der Untersuchung biologische: 
Flissigkeiten am Menschen bestenfalls zur Verfiigung stehen. Der 
naheliegende Gedanke, die Hiiblsche Jodzahlmethodik fiir diesen 
Zweck heranzuziehen, erscheint uns fiir unseren Bedarf kaum geeignet 
da diese Methode, soweit wir aus der Literatur entnehmen. héchstens 
als Halbmikromethode in Betracht kommt. Selbst bei der mit der 
kleinstméglichen Mengen arbeitenden Methodik von Page und Mit- 
arbeitern (6) sind noch immer | bis 2 ccm Serum oder Blut nétig. 

Wir sahen uns daher nach einer Reaktion um, die es gestatten 
wiirde, Olsiure schon in minimalen Quantitaten zu erkennen bzw. zu 
bestimmen. Unsere Aufmerksamkeit fiel auf die im Jahre 1908 e1 
schienene Mitteilung von A. Manea (1), der angab, daB Olsdiure mit 
einer Lésung von pflanzlichen Fasern in konzentrierter Schwefelsaur: 
behandelt auf Zusatz von einigen Tropfen Wasser eine intensiv rot- 
violette Farbe gibt, ein Verhalten, das der Autor einerseits zum Nachwei- 


der Olsiure, andererseits zur Unterscheidung tierischer und pflanzlich 
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Bestimmung ungesattigter Fettsauren. 3038 


Grewebe verwendet. Der Autor gibt an, da die Reaktion nicht von 
‘sattigten Fettsauren (Stearin-, Palmitin-. Margarin-, Butter- und 
[sobuttersiure), hingegen auBer von Olséure auch von Kérpern det 
im 250° siedenden Fraktion des Rohpetroleums gegeben wird. 

Die vorliegende Arbeit hat eine quantitative Auswertung dieser 
Reaktion zum Gegenstand. In der urspriinglichen Form ist die Reaktion 
fiir diesen Zweck schon deswegen nicht anwendbar, weil infolge der 
asch eintretenden Verkohlung der Farbton duberst unbestandig ist 
Wir versuchten zunachst, die Reaktion nicht mit Olsaéure in Substanz, 


sondern in dtherischer Losung durchzufiihren. 


Wir verwendeten eine ungefahr 260 mg ige Lésung von Olsiure in 
einem Ather und versetzten leem hiervon mit | cem einer Cellulose 
Schwefelsdéurel6ésung. die in der Weise bereitet wurde. dai 0.5 ¢ in Alkohol 
ausgekochter und ber 106° getrockneter reiner Watte in ICQ cem konzen 
trierter Schwefelsaure bei Zimmertemperatur gelOst und hierauf durch 
(daswolle filtriert) wurden. Das solcherart hergestellte Reagens andert 
sich verhaltnismaBig schnell durch Verkohlung. Es soll deshalb dunkel 
ind kalt aufbewahrt werden und ist nicht langer als 3 Tage verwendbar. 
Der innerhalb dieser Zeit auftretende gelbe Farbton stért die Reaktion 
nicht. Bei Zusatz der ersten Tropfen dieser L6osung zum Ather tritt imme 
EKrwarmung und lebhaftes Sieden desselben auf. bei weiterem Zusatz bleibt 


dann der Rest des Athers in der Schwefelséure gelést. Innerhalb wenige 
Minuten tritt ein intensiv roter Farbton aut, der beim Stehen immer dunkletr 
wird. Durch Zusatz der dreifachen Menge konzentrierter Schwefelsaure 


laBt sich die entstandene Farbe zumindest fiir ' , Stunde stabilisieren. 

Diese Reaktion hatte gegeniiber der zuerst erwihnten den Vorteil, 
daB die Verkohlung bei Fernhaltung von Wasser nicht eintrat, hingegen 
hatte sie den Nachteil, daB die unberechenbar verdampfenden Ather- 
mengen den Ausfall der Reaktion betrachtlich beeinfluBten. Aus diesem 
Grunde nahmen wir eine weitere Modifikation in der Richtung vor, dab 
wir den Ather durch Fisessig ersetzten. 

Wir yingen mtn in der Weise vor, dal eine hestimmte Menge der atheri 
schen oder alkoholischen Olsaurel6sung bis zur Trockene abgedamptt, der 
Riickstand in Il cem Eisessig aufgenommen und mit 1] cem der wie oben 
zubereiteten Watte-Schwefelsaurelésung versetzt wurde. Die Entwicklung 
des Farbtons erfolgt jetzt wesentlich langsamer, so dab eine Beurteilung erst 
nach einem /helbstiindigen Aufenthalt in bestimmter Temperatur (in unseren 
Versuchen 39° () méglich ist. Auch bei dieser Versuchsanordnung resultieren 
tiefrote Farbténe. Wird nun, wie wir es zwecks kolorimetrischer Auswertung 
taten, die Probe mit der dreifachen Menge konzentrierter Schwefelsaure 
aufgetiillt, so resultiert ein stundenlang haltbarer rétlichbrauner Farbton. 
Mit Riicksicht auf diesen Umstand schien uns der Elsessigweg fur eine 
Ausarbeitung einer quantitativen Methode im Prinzip geeignet. 


Wir stellten zuniachst fest, daB die erzielte Farbintensitat innerhalb 
gewisser Grenzen tatsdchlich der verwendeten Olsdurekonzentration pro- 


portional ist. 
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Die diesbeziiglichen Untersuchungen wurden in einem Dubosqusch 
Kolorimeter derart vorgenommen, dal die, wie oben beschrieben, in 1 ce 
Eisessig aufgenommene und mit lecm Watte-Schwefelsiure versetzt 
Olsaureprobe zunaichst durch 30 Minuten im Brutschrank bei 39° belassi 
wurde. Hierauf wurde sie mit 6¢cem konzentrierter Schwefelsaiure versetzt 
mittels eines Glasstabes durchgeriihrt und gegen einen in ganz gleich 
Weise behandelten Olsiurestandard kolorimetrisch verglichen. Es wurd 


Gewicht darauf gelegt, daB der Standard etwa zur gleichen Zeit wie die z 


messende Probe angesetzt wurde. 


Wie die Tabelle I zeigt, besteht innerhalb eines Verhdltnisses von 


1:2 bow. 1:05 in bezug auf den Standard eine ziemlich befriediqend 
Ubereinstimmung. 


Tabelle I. 


Standard: 2mgz Olsaure. 





E . Aus 6 Versuchen ermittelter Maximale Abweichung 
wed Konzentrations-_ ————— ; sakes cols 
gewogene verhiltnis : a Dureh- 
Olsiiure- TER Hochster Tiefster schnitts- nach oben — nach unten 
menge Probe Wert Wert wert 
Standard 
mg mg mg mg 0/4 
8.00 4,90 6,95 6,42 6,68 — — 19,8 
6,00 3,00 5,22 4,85 5,03 — 19,1 
5,90 2,50 4,50 4.67 — $,6 
4.00 2.00 4,09 3,91 0) — 43 
3,00 1,59 3,10 3,00 + 3 - 2,7 
2.00 1,09 2.03 1,99 + 15 — 2,9 
1,50 0,75 1,55 1,52 + 33 — 13 
1.00 0.59 1,04 1,01 + 4.0 — 3,0 
0,50 0,25 0,62 0,59 + 24.0 





Nachdem solcherart die prinzipielle Eignung der Reaktion fii 
die quantitative Schatzung kleiner Olsiuremengen erkannt worden war. 
wurde der Frage naher getreten, welche andere Substanzen die Reaktion 


‘gileichfalls zu geben bzw. sie zu stéren vermégen. In dieser Richtung 


waren schon die oben angefiihrten Feststellungen von Manca wertvolle 
Grundlagen. Sie lehrten vor allem, daB gesdttigte Fettsiuren die Reaktion 
nicht geben. Tatsichlich ergaben auch in unserer Modifikation weder 
Essigsiure, Buttersiure, Valeriansiure noch Palmitin- oder Stearin- 
siure einen Farbton. Es schien sonach wahrscheinlich, daB es sich 
hier um eine Reaktion handelte, die an das Vorhandensein doppelter 
Bindungen gekniipft war. 

Damit war die Frage gegeben, ob der quantitative Ausfall det 
Reaktion mit der Zahl der Doppelbindungen im Molekiil in deutlich 
erkennbarer Beziehung stiinde. Versuche, die wir zur Entscheidung 
dieser Frage an Linolsdure vornahmen, sprechen tatsachlich in diesem 
Sinne. 
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Tabelle I]. Standard: 2myg Olsaure 





a Gefunden 
Eingewogene . 
Menge ae bweichung 
ng als Aquivalente RO WErCRang 


Linolsaure als Olsiure Menge Linol- 
mg mg Siure berechnet 
2.00 3.90 3.88 + 94 
1.50 38.02 3.00 -- 100 
1,20 2.46 2.44 + 103 
1.00 2,08 2.06 + 106 
O80 1.60 1.58 + 98 


Es geht aus ihnen hervor, daB auch bei diesem Substrat eine 
Proportionalitat zwischen der erzielten Farbenreaktion und der Konzen- 
tration der Probe besteht, daB jedoch die Reaktion mit Linolsdure 
cinen doppelt so intensiven Farhton liefert, als es bei Aquimolaren Mengen 
Olsiure der Fall ist. Allerdings ist der in beiden Fallen erzielte Farbton 
nicht vollkommen gleich, doch sind die Differenzen so gering, dal sie 
auch bei Verwendung eines einfachen Kolorimeters ohne Schwierigkeit 
die beschriebenen guten Resultate lieferten. Leider hatten wir keine 
Gelegenheit, Linolensiure zu untersuchen: auch auf die Kinbeziehung 
eines Kérpers mit dreifacher Bindung muften wir verzichten. Von 
anderen untersuchten  aliphatischen ungesittigten Verbindungen 
méchten wir mitteilen, daB niedrige Korper dieser Reihe, wie 7-Kroton- 
siure, Fumarsaure, Maleinsiure die Reaktion nicht geben. Sie scheint 
also auf die héheren Glieder der aliphatischen Reihe beschrankt zu sein. 

Weniger cinheitlich und durchsichtig sind die Ergebnisse der 
Reaktion an Adrpern der aromatischen Reihe. Eine Beziehung 21 un- 
gesittigten Verbindungen ist hier nicht unmittelbar ersichtlich. Wabhrend 
Benzol, Benzoesiure, Toluol u. 4. nicht reagieren. geben Phenol, Kresol, 
Brenzeatechin, Resorcin, Hydrochinon und Gallusgerbsiure Rot 
firbungen, die, wenn sie auch ihrem ganzen Charakter nach von der 
Olsiurereaktion verschieden sind, doch selbst verstandlich eine quanti- 
tative Bestimmung der letzteren bei gleichzeitiger Anwesenheit un- 
méglich machen wiirden. Von biologisch wichtigen aromatischen 
K6rpern, die die Reaktion geben, sind Cholesterin and Gallensdure za 
nennen. Speziell das erstere darf bei Anstellung der Reaktion im Serum 
als wichtiger farbgebender Faktor nicht tibersehen werden. Wir haben 
daher das Cholesterin hinsichtlich der Farbenstarke, die es gibt, quanti- 
tativ ausgewertet und konnten feststellen, daB es in dquimolarer Losung 
einen doppelt so starken Farbton als Olsiure liefert. Im Cholesterin 
scheint iibrigens wieder eine Bezichung zur Doppelbindung zu bestchen, 
da der gesittigte Kohlenwasserstoff Cholestan die Reaktion nicht gibt. 
Hinsichtlich der Gallensdéuren wire zunichst mitzuteilen, dab sie einen 
intensiv roten Farbton ergeben, der wohl mit dem der Pettenkoferschen 
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Reaktion innig verwandt, wenn nicht identisch 





ist. Da Gallensiu 


nach den gegeuwartig herrschenden Vorstellungen keine Doppelbindun 
enthalt, besteht hier die in Rede stehende Beziehung anscheinend nicht 


Doch sei daran erinnert. daB in einer alteren Arbeit 


die Tatsache ermittelt werden konnte, da Gallensdure Ozon in einer Meng 
anlagert, die den Autor veranlaBt, eine versteckte Doppelbindung i: 


Molekiil anzunehmen. In diesem Zusammenhang moéchten wir auch dara: 


hinweisen, daB es EL. Molinari und P. Fenaroli (3) 


gelang, Ozon an Cho 


esterin in einer Menge anzulagern, die nicht einer, sondern zwei Doyyx 


bindungen entspricht (siehe auch Langheld, 1. e.). 


Zu einem interessanten und vorderhand 


ungeklarten Ergebnis 


fiihrten die Untersuchungen von JTriolein. Wahrend niamlich diese 


Ester in atherischer Lésung in einer der darin enthaltenen Olsiure ent 


sprechenden Weise reagiert, gibt er in Eisessig gelist mit Watte-. 
Schwefelsiure kaum eine Farbreaktion. Erst nach erfolgter Verseifuny 


tritt die Reaktion quantitativ ein. Die Versuche wurden folgende: 


maen ausgefithrt : 


Eine bestimmte Menge der Aatherischen Trioleinl6sung wurde in eine 
breiten Eprouvette mit ecingeschliffenem (rasstopfen mit 10 cem Alkoho 
und 0,5¢em Natriumalkoholat (Darstellung siehe spater) versetzt. Dam 


wurde vorsichtig am Wasserbad bis zum Zuriickbleiben einer nicht 


nach Alkohol riechenden éligen Fliissigkeit abgedampft. Nach Versetze1 


mit O38 cem 2 


25°.iger Schwefelsiure wurde kurz am Wasserbad erwiirm 


und nach Abkithlung mit 12,5 cem reinem Ather etwa | Minute lang ge 
schiittelt. Nach Absetzen wurden J0@cem des iiberstehenden Athers ir 


eine weite Eprouvette tiberfiihrt und auf dem Wasserbad oder auf de! 
Der Riickstand wurd 


elektrischen Heizplatte vollstandig abgedamptt. 


nun, wie schon beschrieben, mit Eisessig und Watte-Schwefelsaure behandelt 
und nach halbstiindigem Aufenthalt im Brutschrank bei 39° und daraut 
folgendem Auffiillen mit konzentrierter Schwefelsiure gegen einen Olsaure 
standard (200 mg-°,, Olséure in 96°.igem Alkohol) kolorimetriert. 


Analoge Versuche fiihrten wir auch bei Lecithin aus. Uher- 


in Eisessig gelést, seinem vorher jodometrisch nach der Schnellmethode 


raschenderweise zeigte es sich, dab dieser Kérper schon ohne Verseifung, 


von Margosches (4) ermittelten Gehalt an ungesiittigten Siuren quanti- 


tativ entsprechend reagiert. 


Tabelle Uf. 


Jodzahlen der verwendeten Lésungen: Lecithin: 56.79, Olsaure 


(Standard): 83,08. Daraus wurde berechnet: 


Lecithin kolori- 


metrisch gefundene Olséure: 1,463. 





EFingewogenes Lecithin Gefunden 
mg mg 
3,775 3.658 
2.418 2.458 
2,267 2,297 


Fehler 
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Aut Grund dieser Ermittlungen schien es uns imdglich, eine quanti- 
tative Schatzung der im Serum vorhandenen Olsaure bzw. ungesittigten 
Verbindungen mit Lipoidcharakter zu versuchen. 

Folgende Reagenzien sind erforderlich: 


l. EnteiweiBungsfliissigkeit. bestehend aus 3 Teilen Alkohol und | Teil 


Ather, beide durch am besten mehrmalige Destillation gereinigt 
?. Natriumalkoholat: 2 bis 3g Natrium in l0Qecem absolutem Alkohol!l 
velést. Dunkel und kiihl aufbewahrt ist es einige Monate halthbar. Bei 
Auftreten eines gelben Farbtons ist es zu verwerfen. 3. Schwefelsaure 


| Teil konzentrierter Schwefelsaure mit 3 Teilen 10° igen Natriumsulfats 
verditinnt. 4. Cellulose-Schwefelsaéure: wie oben hergestellt. 5. Standard 
ldésung: als Standard diente nicht eine reine Olsaéurelésung, sondern. um 
einen der Serumprobe tunlichst gleichen Farbton zu erhalten, eine Mischunyg 
von Olsaéure und Linolsaure im kolorimetrischen Verhaltnis 2: 1, was nach 
dem Obigen einem Gewichtsverhaltnis von 4: 1 entspricht. Es wurden 
0,66 g Olsiure und ©,17 ¢ Linolséure in 1000 cem reinem 96°,igen Alkohol 
gelést. Diese Lésung ist kolorimetrisch einer 100 mg-°,igen Olsdéurelésung 
dquivalent. Auch diese Lésung soll dunkel und kalt autbewahrt werden. 

Ausfiihrung. 0.2 cem Serum oder Vollblut wurden in Anlehnung an 
den von Rappaport und Engelberg (5) in ihrer Blattfett bestimmungsmethodik 
beobachteten Vorgang in ein 20-cem-MeSk6élbchen pipettiert, das mit etwa 
10cem der Alkohol-Athermischung beschickt war. Dann wurde durch 
1 Minute im siedenden Wasserbad erhitzt, hierauf nach Abkiihlung mit 
der EnteiweiBungstliissigkeit bis zur Marke aufgefiillt und durch ein durch 
Auskochen in Alkohol entfettetes Schwarzbandtilter filtriert. 15 cem des 
Filtrats wurden in einer breiten Eprouvette mit eingeschliffenem Glasstopten 


mit 0.5 cem Natriumalkoholat versetzt und eventuell nach Zufiigen eine) 
in Alkohol ausgekochten (lasperle am Wasserbad vorsichtig bis zum 


Zurtickbleiben einer Oligen Fliissigkeit abgedampft. Nun wurden 0,3 cem 
der Schwefelsiure zugesetzt. durch | Minute am Wasserbad erwarmt. 
nach Abkiihlung mit 12.5 c¢em reinem Ather (siehe 1.) versetzt und unter 
Kuhlung durch etwa 1! 2 Minuten geschitittelt Nach dem Absetzen wurden 
10 cem des Athers in ein sogenanntes Priaiparatenglas, wie es zur Blutzucket 
bestimmung nach Hagedorn-Jensen verwendet wird, pipettiert und am 
Wasserbad abgedampft. Der Riickstand wurde in iecem Eisessig aul 
genommen und mit 1 cem des Watte-Schwetelsaéurereagens versetzt. Nac! 
halbstiindigem Aufenthalt im Brutschrank bei 39°C wurde mit 6c¢em 
konzentrierter Schwefelsaure aufgefiillt und kolorimetriert. Vom Standard 


» 


wurden | bzw. 2 cem (entsprechend | bzw. 2 


mg Olsaure) in einem Hagedorn 
Jensen-Rohrehen abgedampft und dann wie die Probe behandelt. Beziiglict 
des verwendeten Glasgeschirrs ist zu bemerken, daB es vor Crebrauch 
mindestens 12 Stunden in Chromschwefelsaure vehalten, hernach mut 
Wasser griindlich ausgewaschen und im Trockenschrank = getrocknet 
werden soll. 


Da der bei Verarbeituny der Serumprobe zuletzt erhaltene Riickstand 
einer Serummenge von 0,12 cem entspricht, mul man das Resultat det 
Kolorimetrie, welches Milligramm Olsdure anzeigt. mit 833 multiplizieren 
um Milligrammprozent Olsaure zu erhalten. Da aber, wie oben erwahnt 
wurde, auch das Cholesterin mit Cellulose-SchwefelsaurelOsung in quantitatis 
bestimmbarer Weise reagiert, ist es méglich, bei gleichzeitiger Ermittlanyg 
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des Cholesteringehaltes in einer besonderen Serumprobe den auf diese 
entfallenden kolorimetrischen Olsiurewert in Abzug zu bringen und solche1 
art zu einem Ergebnis zu gelangen, das wohl in sehr groBer Annaheruny 
dem tatsachlichen Gehalt an ungesiittigten Fettsiuren entspricht. Eh 
wir die Leistungsfahigkeit der Methodik an Zusatzversuchen darlegen 
wollen wir ein Beispiel einer solchen Serumuntersuchung geben: 

Serum £. K.: Kolorimetrisch in 0,12 cem ermittelter Olsaiurewert : 
1. 104mg; 2. 102mg. Durehschnitt: 1.03 mg. Daher Prozentgehalt 
1,03 . 833 858 mg-°,. Cholesterin nach <Autenrieth-Funk: 182 mg-° 

Da Cholesterin eine doppelt so starke Farbenreaktion gibt, als dir 
aiquivalente Menge Olsaéure, muB man, wie eine einfache Rechnung zeigt. 
den ermittelten Cholesterinwert mit 1.461 multiplizieren, um jene Menge 
Olsiure zu erfahren, die bei unserer Reaktion einen gleich starken Farbton 
gibt. Dieser Wert ist nach dem Obigen vom Gesamtélsaiurewert abzuziehen, 
um die Menge der wirklich vorhandenen ungesattigten Fettsauren zu finden 
Im vorliegenden Falle erhalten wir: 182. 1,461 266 mg-°,. 858 — 266 

592 mg-°,,. 

Bei den Zusatzversuchen wurde Olsaéure in alkoholischer Lésung der 
als EnteiweiBungsfliissigkeit verwendeten Alkohol-Athermischung zugesetzt. 
Der Zusatz von Triolein erfolgte in atherischer Lésung zum Serum, wobei 
sich bei den im Versuch verwendeten Mengen (siehe unten) eine homogene 
Mischung ergibt. Die dabei auftretende Verdiinnung des Serums wurde. 
wie unten ersichtlich, bei der Anstellung der Reaktion beriicksichtigt. 
Der Deutlichkeit halber sei ein Versuch mit Trioleinzuwaage kurz beschrieben : 


Es wurde 1 cem 1,0461 °,iger Trioleinlésung in Ather (a&quimolar eine! 


1° igen Olsiurelésung) zu 5cem Serum, dessen vorher ermittelter Olsaéure 
wert 793,0 mg-°,, betrug, zugesetzt. Davon wurde anstatt 0,2cem 0,24cem 
zur Probe verwendet. Zu erwartender Wert: 993.0 mg-°,, gefunden: 
1009,6 mg-°,, Fehler: + 1,6°,. 
Im allgemeinen bewegen sich, wie Tabelle IV zeigt. die Fehler in einem 
Bereich von 4%. 
Tabelle IV. 


Zusatzversuche. 





, Olsiiurewert Erwarteter Gefunden Abweichung 
des Serums Zuwaage Wert 


mg-?', mg-°? , mg-° 


793.0 200 mg-°,, Olsdure 993.0 
1112,0 Me « . 1212.0 
1112.0 200 , . 1312.0 
558,1 200 Triolein 758, 1 ’ — 4, 
793.0 209 993.9 19,6 + i; 

Wir glauben, daB die von uns ausgearbeitete Methodik tatsachlich 
geeignet ist, eine brauchbare quantitative Schatzung hoher un- 
gesattigter Fettsdéuren in kleinsten Serummengen zu erméglichen. Mit 
ihrer Hilfe wird es daher vielleicht méglich sein, Aufschliisse iiber 
den Anteil dieser Verbindungen am Gesamtserumlipoid zu ermitteln. 
Wir sind mit derartigen Untersuchungen beschaftigt. 
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Zusammenfassung. 

Die von Manea beschriebene rote Farbenreaktion, die die Olsiure 
mit einer Lésung von Cellulose in konzentrierter Schwefelsiure zeigt, 
wurde von den Autoren zu einer quantitativen Bestimmungsmethode 
ausgearbeitet, die die Schitzung von Olsiure in 0,2 cem Serum erlaubt. 

Die Reaktion selbst scheint mit der Anwesenheit von Doppel- 
bindungen zusammenzuhangen und gibt cinen gewissen Anhaltspunkt 
fir die Menge derselben im Molekiil. 


Literatur. 


1) A. Manea, Bulet. Societ. de Stiente din Bucuresti 17, 256, 1908; 
Ref. in Chem. Centralbl. 1908, I], 1702. 2) Langheld, Ber. d. deutsch. 
chem. Ges. 41, 1023, 1908. 3) EB. Molinari u. P. Fenaroli, ebenda 41, 
2785, 1908. 4) B. M. Margosches, W. Hinner u. L. Friedmann, Zeitsehr. 
f. angew. Chem. 37, 334, 1924. 5) F. Rappaport u. H. Engelberg, Wlin. 
Wochenschr. 11, 2080, 1932. — 6) Page, Pasternack u. Burt, diese Zeitschr 
223, 445, 1930. 
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Kine einfache Mikrobestimmungsmethode 
fiir Phosphatide in Geweben und Blut. 


Von 
Bo Norberg und Torsten Teorell. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Institut 


zu Stockholm.) 
{ Kingegange n am 29. Juni 193.5.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Im Zusammenhang mit Untersuchungen der Phosphorfraktionen 
in Geweben (7. Teorell und Norberg, 1932) machte sich das Bediirfnis 
nach einer einfachen Mikrophosphatidbestimmungsmethode geltend. 


Gloor (1915) schlagt direktes Aufkochen von Serum. Blut oder Organ 
brei mit Alkohol-Ather und P-Bestimmung im Filtrat vor. Dabei wird 
aber auch die sogenannte saurelésliche P-Fraktion zum Teil mitbestimmt 
und folglich werden die Phosphatid-P-Werte zu hoch. 

Kine Methode, die auf die Trennung des Phosphatidphosphors vor 
anderem alkoholléslichen P hinzielt, ist besonders fiir Blutanalysen vo: 
H,. Theoreli und G, Widstrém (1931) ausgearbeitet worden. Dabei wird mi! 
Alkohol gefallt und im Soxhletapparat extrahiert, das Extrakt eingedamptt 
und der Riekstand mit warmem Chloroform behandelt. Diese Methode gibt 
gute Werte, ist aber umstandlich und zeitraubend, was auch fiir ander 
Methoden gilt, bei welechen zwei oder mehrere Solventien nacheinande: 
benutzt werden [Artem: absoluter Alkohol und Chioroforin; Bloor (1929 
Alkohol, Petrolather, Fillung mit Aceton-Meg ¢ l,, Autlosung in Ather; Kuttne: 
und Lichtenstein: Aceton und Alkohol-Ather; Rewald: Aeceton, absolutes 
Alkohol und Benzol-Alkohol; Sorg: Methylalkohol und absoluter Ather: u. a. 


Wir sind deshalb von der bekannten Tatsache ausgegangen, dal 
die Lipoide bei Fallung in saurer Lésung nahezu quantitativ das Eiweil 
begleiten. 


Dieses Prinzip ist auch frither benutzt worden. z. B. von Greenwald. 
der mit Pikrinsaéure-Essigsaiure fallt. von Sorqg und de Ton/, die Wolfram 
saure anwenden. Nach de Ton? wird der Niederschlag mit Sand verrieben. 
bei 100° getrocknet und dann 2 Stunden mit Chloroform in Auwmagawa- 
Apparat extrahiert. Die Werte schwanken erheblich, was teils von det 
hohen Temperatur beim Trocknen'!, teils von einer ungeniigenden E.xxtraktior 
herrtithrt (vgl. Tabelle IV). 


1y 


gl. Abderhaldens Handb. Abt. I, 6, 116, 1925. 
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In unserer Methode werden die Phosphatide aus dem = mittels 
frichloressigsiure gewonnenen Niederschlag mit einer Alkohol-Ather- 
mischung extrahiert. Der danach in der Fallung noch vorhandene P 
ist iberwiegend ein Bestandteil von Nucleinsiuren. Dieser ,,Residual-P™ 
kann direkt durch Verbrennung des extrahierten Filters bestimmt 
werden, oder indirekt als die Differenz zwischen dem Gesamt-P und 
der Summe von gesamtsaureloslichem P und Phosphatid-P berechnet 
werden. 

Sorg (l. ec.) sehlagt vor, den Phosphatid-P-Gehalt in Maushulatur, be 
sonders Herzmuskulatur, als die Differenz zwischen dem Gesamt-P und 
dem gesamtséureléslichen P zu berechnen. Das Verfahren setzt voraus, 
dai der Residual-P-Gehalt unberiicksichtigt bletben kann. Zahlenwerte 
hierzu sind von Sorg, sowie von Tecorell und Norberg angegeben. 


Durch das hier vorgeschlagene Verfahren wird es moglich, an 
derselben Probe alle P-Fraktionen zugleich zu bestimmen (siehe hieritber 
Teorell und Norberg). 


Die unten beschriebene Phosphatidbestimmungsmethode ist. fur 
kleine Mengen Substanz verwendbar und ist technisch einfach, u. a. weil 
die Extraktion und Verbrennung und _ schlieBlich die P-Bestimmung 
in demselben Gefil} geschehen. Dadurch werden zeitraubende und 
verlust bringende Cherfiithrungen, Wiederauflésungen usw. unnoétig. 
Die Methode, deren Apparatur einfach und leicht in der Herstellung 
ist. eignet sich besonders fiir Serienbestimmungen. 


Methodik. 


Fallung. 0.1 g feinverteiltes Organ, am besten als 1 ccm Wasser- 
suspension 1: 10 (iiber die Herstellung siehe 7'core/l und Norberg, |. ©.), 
wird in einem Reagensr6hrehen mit 2 cem 10° ig. Trichloressigsiure 
gefallt. Nach dem Umschiitteln werden 3 ccm Wasser hinzugefugt. Vom 
Blut und Plasma werden 0,5 cem gefallt und 3.5cem Wasser hinzugesetzt !. 
Nach 20 Minuten wird durch ein 7-cm-Faltenfilter filtriert. Die sdure- 
léslichen P-Fraktionen werden im Filtrat bestimmt. Mittels wieder- 
holten Spiilens mit 1°,ig. Trichloressigsiure wird der Niederschlag 
quantitativ auf das Filter gebracht. Dabei bedient man sich zweckma big 
eines Glasstabes mit einem aufgesetzten, etwa 5mm langen Sttick 
Kautschukschlauch, um an der Glaschenwand haftende Flocken los- 
zureiben. Das Filter mit dem Niederschlag wird im allgemeinen gleich- 
zeitig geniigend gewaschen. Das Trocknen des Niederschlags geschieht 
am besten im Vakuum bei Zimmertemperatur (etwa 18°). Dabei bleibt 


1 Ausfiihrlicher iiber die Blutanalysemethodik wird spater in dieser 
Zeitschrift von Norberg berichtet. 
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das Filter im Trichter liegen. Das Trocknen kann auch ohne Vakuum 
an der Luft, eventuell iiber H,SO, geschehen. Man erhalt aber dadurcl, 
bisweilen kleinere Werte. 

Die Extraktion. Fiir diese wird ein besonderer Mikroextraktions 
apparat angewendet (Abb. 1) (etwas ahnliche Apparate sind von Kuma 
gawa und von Wasitzky konstruiert worden). In einem Reagens 
rohr (Jena oder Pyrex) 20 180mm hangt ein RiickfluBkihler 6, an 
dem das ExtraktionsgefaB d mittels 
eines 1-mm-Kupferdrahtes c be 
festigt ist. 


Wess 
‘ 


| Das ExtraktionsgefaB ist 


" 
| 10 x 40 mm. Seine Konstruktion 
geht aus der Detailzeichnung hervor 
Das linke Rohrchen ist einfacher her- 
4 zustellen, man mu aber zusehen, 
7 daB das Bodenloch die Extraktions- 
> fliissigkeit in langsamem Tropftakt 
durchlaBt. Das rechte GefiB wirkt 
im Prinzip wie ein Soxhletapparat. 
Teines Loch Das Filter mit dem _ getrock- 
pt neten Niederschlag wird zusammen- 
gefaltet und in das Extraktions- 
rohrchen gesteckt. 12 bis 15 cem 
Alkohol-Ather (3 Teile 96° ig. Al- 


Abb. 1. kohol + 1 Teil Ather) nebst einigen 
Mikroextraktionsapparat. 
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CC Seare 


Quarzstiickchen werden in die groBe 
Kochroéhre zugesetzt, der Kiihler mit 
anhingendem ExtraktionsgefaiB wird hineingesteckt und das Ganze 
in ein Sandbad von 120 bis 150° gestellt. Nach 6 Stunden ist die Extrak- 
‘tion beendet und der Kihler mit Extraktionsréhre wird heraus- 
genommen. Der Alkohol-Ather darf sodann wegkochen (eventuell nach 
Zusatz von einigen neuen Quarzstiickchen). 

Verbrennung und P- Bestimmung. 1,5cem 12,5n H,SO, werden 
in die Réhre mit dem getrockneten Phosphatidextrakt zugesetzt. 
Man erhitzt im Sandbad (300°) bis zu vollkommener Verkohlung, fiigt 
einige Tropfen konzentrierter HN O, hinzu und 30 Minuten spater einige 
Kubikzentimeter Wasser, um eventuelle Nitrosylschwefelsiure zu 
zersetzen. Wenn das Wasser weggekocht ist, ist die Verbrennung 
abgeschlossen. 


Dann folgt Molybdatzusatz usw. und kolorimetrische P- Bestimmung. 


Wir haben 7’. Teorells spektrophotometrische Modifikation von Fiske- 
Subbarows Methode angewendet. 
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. 


Beleganalysen. 


Die Methode liefert gute Ubereinstimmung zwischen Parallelbestim-, 
mungen (Tabelle 1). Die Abweichung zwischen zwei Einzelbestimmungen 
n Prozenten vom Mittel auSgedriickt ist in der angefiihrten Reihe Doppel- 
eas Dieselbe Zitfer 


aus 


analvsen aus verschiedenen Organen ungefahr 
dem fiinfmal so groBen Material war 3,7 


o 


Tabelle 1. 
Phosphatidbestimmungen in verschiedenen Geweben. 


(mg-°,, Milligrammprozent Phosphatid- Phosphor.) 





Differenz 


Differenz . 
zwischen 





Oume Einzelwerte Mittel a. Bineslwerten Autolyse 
in ° 
mg-0 mg-" 9 mg- vom Mittel Std. 
83.0 $4.3 $3,7 13 1,55 5 
= | 90,9 | 92,7 91.8 1,8 1.96 22 
Niere - ms x =e 
| $9.5 90,5 90,0 1,0 1,12 17 
54,0 | 55,2 54.6 1,2 2,20 700 
29,0 28,9 29,0 01 0,34 22 
Muskel - = = = | 95'g 96.0) 260 0.1 0.38 77 
$2.5 82.5 $2.5 0 0 4 
Pankreas 15,0 72,6 14,2 3,1 4,06 24 
| 55,1 564 55.8 1.3 1,20 65 
36.0 37.2 36.6 12 3,28 260 
| 107.3 109.9 108.6 2.6 2.40 2.5 
Leber- 94.2 95.4 94.8 LZ 1.26 63 
| 388 422 405 34 8.40 250 
Blut 110 109 19,95 a 0.92 
Plasma 10,2 9.9 10,05 0.3 2.98 —- 
Mittel: 2.14 


Tabelle Il zeigt einen Vergleich mit einigen der vereinzelten triiheren 


Die Werte sind jedor h 


Angaben iiber den Phosphatidgehalt in Organen. 
nicht direkt vergleichbar. weil teils die Tierarten, teils die Bestimmungs 


methoden wesentlich ungleich sind. 


Tabelle 





Phosphatid-P-gehalt (mg-°,) in Organen. 
Teorell u. Norberg Rewald Jorpes Sorg 
1932 1928 1928 1929 
Organ 
Katze Hund Rind Rind Kaninchen Schwein Rind 
Leber . 109 125 65 140 153 152 
Milz 66 69 81 9] 42 as = 
Herz 89 — 82 80 G0) 
QR 
Maskel 29,5 . —ji-- pn 
9, 44 
Pankreas 82 95 _ 126 - - 
Magenmucosa 73 82 — 95 














errs 
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Direkter Vergleich mit einer angewendeten Standardmethode hi; 
verhaltnismaBig gute Ubereinstimmung gezeigt. Als Beisyiel wird Ti 
belle Tlf angefiihrt. 


Tabelle If. 


Vergleich dieser Methode mit einer Standardmethode. 





Theorells und Widstréms = 
Methode Diese Method 


Abweichung 


von der 
mg-9/o Mittel mg-° > Mittel Standard- 
methode 
mg-" 4 mg-” 
83,5 $5.3 $4.4 $2.1 $5.3 83.7 — 08 
f 96,0 100.0 98,0) 98,0 99.0 98.5 + 0.5 
Leber (Katze) “ bs ¥ fi 
99.5 99.5 99.5 97.8 103 100.4 + 0,9 
91,2 98.5 94.9 89.7 93.5 91,6 — 3.5 
Plasma (Mensch) 7,48 7,28 7.38 7.57 7.93 7.75 +- 4,8 
(Rind) 4.28 4,32 4.30 4,53 4.57 4.55 +58 


Die erforderliche Extraktionszeit ist nach Tabelle IV  wenigstens 
6 Stunden. Die mitgenommene Reihe mit Chloroform als Extraktions 
mittel zeigt noch nach 8 Stunden eine recht unvollkommene Extraktion, 
die augenscheinlich keine zuverlissigen Werte liefert (was iibrigens auch 
Jowett und Lawson bei Extraktion von acetongetrockneten Organen er 
fahren haben). Dagegen hat sich die Verwendung von Alkohol-Ather 
bewahrt. 

Tabelle IV. 


Einflu® der Extraktionszeit. (Leber). 





Zeit Alkohol-Ather Zeit Chloroform 

Std. mg- » Std. mg-' 
2 65,7 81,2 2 63.9 69.9 
5 96,0 92,5 4 70,1 70,6 
8 97,1 105 6 62,1 66.1 
10 97,1 102 8 74.3 63,5 


Zusammenfassung. 
Es wird eine einfache Phosphatidbestimmungsmethode fiir kleine 
Mengen Gewebe (0,1 g) oder Blut (0,5 cem) beschrieben. . 


Die Phosphatide werden zusammen mit Eiweifs von Trichloressig- 
saure gefallt und aus dem Niederschlag in einem einfachen Extraktions- 
apparat mit Alkohol-Ather extrahiert. Die P-Menge des Extraktes wird 
nach Verbrennung mit H,SO, bestimmt und ist gleich der Phosphatid- 
P-Menge. 
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Die neuromuskulire ReiZbarkeit 
in Beziehung zur Biochemie der Minerale. 


lll. Mitteilung: 
Die minerale Zusammensetzung yon Blutserum und MuskelpreGsaft bzw. 
deren Ultrafiltraten im Zusammenhang mit der neuromuskuliren Reizbarkeit. 
Der Einflu8 der Parathyreoidektomie auf das Ca/Mg-Verhiiltnis des Blut- 
serums. 


Von 
B. Sjollema und L. Seekles. 


(Aus dem Laboratorium fiir medizinische Veterinarchemie der Reichs 
universitat Utrecht.) 


(Eingegangen am 30. Juni 1933.) 


In der zweiten Mitteilung! zeigten wir, daB~ bei erwachsenen 
Kaninchen eine Beziehung vorliegt zwischen der neuromuskularen 
veizbarkeit und dem Mineralbestand des verabreichten Futters. Bei 
weitem Na: K-Verhaltnis im Futter fanden wir eine inkonstante, bei 
anormalem Ca: P-Verhiltnis (P-UCberschuB) eine deutliche und bei 
¥ der Kombination dieser zwei Zustinde eine sehr ausgeprigte Ver- 
. schiebung der elektrischen (galvanischen) Schwellenwerte in die Richtung 
latenter Tetanie. 
: Es wird jetzt kaum mehr bezweifelt, da der Mineralbestand der 
: Gewebe in diesen Reizbarkeitsinderungen eine Rolle spielt?. Es 
fehlt indessen eine Einsicht in den Zusammenhang zwischen der GréBe 
und dem Verhialtnis dieser Schwellenwerte und der mineralen Zu- 
sammensetzung der Kérpergewebe. Fast ausschlieBlich studierte man 
bis jetzt den Mineralbestand des Blutes (und des Liquor cerebrospinalis) 


Se simpli 


bei der latenten und manifesten Tetanie. Man kam dabei zum Schluf, 





daB in den verschiedenen Tetanieformen verschiedene Verhiltnisse 


| 1 Diese Zeitschr. 262, 367, 1933. 
4 2 A. H. Behrendt, J. Berberich u. H. Eufinger, Klin. Wochenschr. 10, 
2113, 1931. 
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vorkommen, wenigstens wenn man nur Ricksicht nimmt auf den Total- 
vehalt: so liegt mitunter kein allgemeiner Zusammenhang mit dem 
‘Yotalgehalt an Ca und anorganischem P im Blutserum vor'. 


Nach L. Gunther u. D. M. Greenberg? sollten bei juveniler und para- 
thyreopriver Tetanie bei einem Gehalt an diffusiblem Serumealecium unter 
3.5 mg-°, klinische Tetanieerscheinungen auftreten. 

Vor kurzem wies PR. Spiegler® auf einen direkten Zusammenhang der 
valvanischen Erregbarkeit mit dem elektroultrafiltrablen Anteil des Serum- 
calciums hin. 

Bei einem méglichst vollstandigen chemischen Studium der vor- 
liegenden Frage sollte man nicht nur den Mineralbestand des Blutes 
kennen, sondern auch denjenigen des die arbeitenden Muskelfasern 
direkt umspiilenden Muskelsaftes, sowie die Zusammensetzung des den 
Reiz leitenden Systems: der Nerven. 

Wir beschrankten unsere Untersuchungen auf die Bestimmung 
des Mineralgehaltes des Blutserums und des MuskelpreBsaftes sowie 
deren Ultrafiltrate. 

Als Versuchstiere verwendeten wir dieselben Kaninchen, bei denen 
in der zweiten Mitteilung die neuromuskulare Reizbarkeit in den ver- 
schiedenen Fiitterungsperioden bestimmt wurde. 


Methodisches. 


In den verschiedenen Fiitterungsperioden* wurden den Kaninchen 
wiederholt Blutproben der V. auricularis lateralis entnommen. In jeder 
Periode ausgenommen bei anormalem Na: K-Verhaltnis — wurden 
zwei Tiere durch Halsschnitt getétet, nachdem unmittelbar zuvor die 
galvanischen Schwellenwerte bestimmt waren. Die Tiere wurden, bevor 
sie getétet wurden, stets ruhig gehalten; sie leisteten keine nennenswerte 
Arbeit. Das Téten fand stets in derselben Weise statt. Das Blut wurde 
aufgefangen, und die superfiziellen Muskeln der Extremitéten® wurden 


1 Fir Literatur verweisen wir auf unsere friiheren Mitteilungen in 
dieser Zeitschr. 229, 358, 1930; Klin. Wochenschr. 11, 989, 1932, sowie auf 
F’. Holtz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 194, 76, 1931, und die hier erérterten 
Arbeiten. 

2 Arch. Intern. Med. 47, 660. 1931. 

3 Klin. Wochenschr. 11, 1580, 1932. Die Arbeit kam uns erst nach 
AbschluB der vorliegenden Versuche in die Hande. Wir waren deshalb 
leider nicht in der Lage, die von Spiegler erhaltenen Ergebnisse mit unserem 
Material nachzupriifen. 

4 Siehe unsere zweite Mitteilung. 

5 Wir benutzten die oberflachlichen (blassen) Muskeln der Vorder- 
und der Hinterextremitaten, weil die Vorderpfoten allein keime geniigende 
Menge Muskelbrei lieferten. Die Messung der elektrischen Schwellenwerte 
fand bekanntlich an den Flexoren der Vorderpfoten statt, genau so, wie in 
unserer zweiten Mitteilung erwahnt wurde. 


Biochemische Zeitschrift Band 24. 9} 
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sofort ausprapariert, zerschnitten, 200 g des Muskelbreies mit 120 g reinem 
gewaschenem und gegliihtem - Quarzsand (Kahklbaum) vermischt un! 
méglichst bald abgepreBt bei einem Druck bis zu 200 Atm.' Wir erhielt: 
dabei stets etwa 101 cem PrebBsaft. Ein Teil des PreBsaftes wurde na 
dem Zentrifugieren — sofort in Kollodiumsackchen bei einem Uberdruck 
von 12 bis l5em Hg? ultrafiltriert. Ein Teil des Blutserums wurde. wu: 
mittelbar nach der Trennung vom Blutkuchen, ebenfalls ultrafiltrier 
Im PreBsatt, Blutserum und in den Ultrafiltraten bestimmten wir Ca 
anorganischen P’, Mg*, K% und Na# nach den frither angegebenen Methode: 
Der Cl-Gehalt wurde nach Wilson und Ball® bestimmt. Das Fe bestimmten 
wir kolorimetrisch ® und meistens auch titrimetrisch nach der TiCl,-Methode? 
Die Fe-Zahlen benutzten wir zur Reduktion der Mineralwerte auf Blut 
serum und MuskelpreBsaft mit konstantem, minimalem Fe-Gehalt, wi: 
unten naher mitgeteilt wird. 


Ergebnisse. 


In den Tabellen Lund I findet man die in den untersuchten Kérper 
fliissigkeiten gefundenen Mineralmengen. Wir machten bei den Ultrafiltrat 
werten keine Korrektion fiir das Fehlen der Eiweibkérper. Dieser Korrektions 
faktor wiirde etwa 10°,, betragen. In einigen Fallen, z. B. Nr. 302, am 
2. Marz (Tabelle 1), sind die Ultrafiltratwerte bedeutend héher als dik 
Totalwerte — Cl 350 (407), also eine Differenz von 15° , . Nach der oben 
angegebenen Korrektion findet man aber die Differenz tatsachlich nu: 
bei etwa 5°,, d.h. nahezu innerhalb des Versuchsfehlers. 


Es fallt hier sofort das ganz andere Verhaltnis der Minerale im Blut 
serum und MuskelpreBsaft. sowie die geringe Differenz der verschiedenen 
Zahlen im Blutserum bei normaler Fiitterung und bei Fiitterung mit 
anormalem Na: K-Verhaltnis auf. (Es zeigen im zweiten Zustande nur die 
K-8 und Cl-Werte eine Neigung zum Steigen.) Dies stimmt zu der Tatsache. 
da®B bei der Verabreichung eines Futters mit anormalem Na: K-Verhaltnis 
nur eine inkonstante Verschiebung der elektrischen Reaktion in die Richtung 
latenter Tetanie gefunden wurde. Bei den anderen zwei anormalen Futter 
perioden — bei anormalem Ca: P- (und Na: K-) Verhaltnis fallt nu 
die Herabsetzung der Ca-Werte im Blutserum auf. Das Verhaltnis des 
ultrafiltrablen Anteils zum Total-Ca-Wert war, auch bei normaler Fiitterung, 


_sehr stark wechselnd®. 


1 Wir sind Prof. Dr. W. E. Ringer, der uns die Presse zur Verfiigung 
stellte, zu Dank verpflichtet. 

* B. Sjollema u. L. Seekles, diese Zeitschr. 229, 358, 1930. 
L. Seekles, B. Sjollema u. F.C. van der Kaay, ebenda 249, 426, 1932. 
B. Sjollema u. J. W. Dienske, ehenda 243, 399, 1931. 
J. of biol. Chem. 79, 221, 1928. 
Elvehjem, Kemmerer, Hart u. Holpin, ebenda 85, 92, 1929. 
A. Brukl, Mikrochem. 1, 56, 1923. Der in dieser Abhandlung an- 
gegebene Apparat ist ohne Abanderung nicht brauchbar. 

§ Das Blutserum des Nr. 215 (11. Dezember) zeigte eine starke Hamo- 
lyse, weshalb die K-Zahl selbstverstaéndlich hoch war. 

® Wir méchten darauf hinweisen, daB im allgemeinen die in absolutem 
und relativem Sinne niedrigsten Ultrafiltratwerte des Calcitums im durch 
Halsschnitt erhaltenen Blutserum gefunden wurden, wahrend die anderen 
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Minerale Zusammensetzung von Blutserum und Muskelpretsatt. 


Fur eine genaue Beurteilung dieser und der anderen Mineralditferenzen 

n Blutserum, im MuskelpreBsaft und deren Ulitrafiltraten war es notwendiq, 

¢ Zahlen zu korrigieren. Verschiedene Seren zeigten narmlich eine mehr 

der weniger ausgesprochene Hamolyse?. Auch die Muskelprebsatte ent- 
hielten, abhangig von der Vollstandigkeit der Ausblutung*, wechselnde 
Mengen Hamoglobin, dessen Menge stets zu klein war, um nach Sahl: 
hestimmt werden zu kénnen. Besonders die Menge derjenigen Elemente, 
welche im Serum (Muskelsaft) und in den roten Blutkérperchen (Blut) in 
sehr verschiedener Konzentration vorhanden sind, wird von einer Bei 
mischung von Erythrocyten oder deren Inhalt bzw. von Blut 


Wir bestimmten daher im Blutserum und im Muskelpretisaft 
reduzierten alle 


beeintlubt 


werden. 
auBer den anderen Elementen auch den Fe-Gehalt und 
Werte auf die kleinste Menge Fe, welche wir im augenscheinlich nicht 
hamolysierten Blutserum und im médglichst wenig gefarbten Muskel- 
saft gefunden hatten. Fiir Blutserum betragt nach unseren Versuchen 
dieser minimale Fe-Gehalt etwa 0,78 mg-”,. fiir Muskelsaft etwa 0.70 mg-".,3 
Bei dieser Korrektion benutzten wir die mittleren Zahlenwerte. welche wir 
bei der Untersuchung einiger Vollblutproben (Ammonoxalat) normaler 
Kaninchen erhielten. Diese mittleren Zahlen waren (in Milligrammprozent ): 
Ca 12,4, P 10,2, Mg 5,8, K 214, Na 241, Cl 338 und Fe 35. Weiter nahmen 
wir an, daB 100 cem Vollblut 60cem Plasma (Serum) und 40 eem Blut- 
kérperchen enthalten und da alles Fe tiber dem Minimum aus einer Bei- 
mischung von Erythrocyten (Blut) stammt. 


Die korrigierten Zahlen fiir Blutserum und MuskelpreBsaft, welche 
miteinander verglichen werden kénnen, d. h. von demselben Zeit punkt 


Seren aus Blut, das einer Ohrvene in Mengen zu etwa 25 ccm entnomimen 
war, herriihrten. 

Zwecks Feststellung eines etwaigen Einflusses der Art der Probe 
entnahme auf das Verhaltnis des Total- und ultrafiltrablen Calcitums wurden 
einem 3100 g¢ schweren Kaninchen 25g Blut der V. auricularis lateralis 
entnommen. Das Tier wurde zunichst durch Halsschnitt getétet, und 
weitere 55g Blut wurden nach totaler Ausblutung erhalten. Im Serum 
des aus der Ohrvene bzw. durch Halsschnitt erhaltenen Blutes fanden wir 
Ultrafiltraten dieser Seren 10,2. bzw. 


17,2 bzw. 17,7 mg-°,, Ca; in den 
des Calenums 


11.9mg-°, Ca (nicht korrigiert). Im ersten Falle waren also 59 ° 
diffusibel, im zweiten 67°,. Eine Erniedrigung des Prozentsatzes an ultra- 
filtrablem Calcium im durch Ausbluten erhaltenen Blute kommt hier also 
Die bei den Versuchstieren festgestellten niedrigen Zahlen 


nicht zutage. 
Unterschiede in den Methoden der Probenahme 


kénnen also nicht durch 
erklart werden. 

' In den spéteren Versuchen wurde bei der Blutentnahme auf den 
Gebrauch von Xylol zwecks Einreibung des Ohres verzichtet. Es konnte 
jedoch nicht immer einer geringen Hamolyse vorgebeugt werden. 

2 Selbstverstandlich konnte hier wegen der Méglichkeit einer Anderung 
Konstellation der Muskeln keine Auswaschung des ent- 


der mineralen 
vorgenommen 


bluteten K6érpers mittels einer Durchstrémungsfliissigkeit 


werden. 
3 Man kénnte sich denken, daB diese Fe-Menge gréBtenteils aus dem 


Muskelhamoglobin stammte. 
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Minerale Zusammensetzung von Blutserum und Muskelprelisaft. $23 


idem Tage, an welchem das Tier getétet wurde) stammten, findet man 
n den Tabellen II und IV. Die dazu gehérenden Reizbarkeitswerte 
(welehe unmittelbar vor dem Tode bestimmt wurden) sind in der 
Tabelle V angegeben. 
Tabelle V. 
Zahlen fiir die neuromuskulare Reizbarkeit an den Tagen, 
an denen die Tiere getétet wurden. 





Milliamp. I(KS+AS 
NF. | ———___——- + AO) 


——__ —— KSAVAS AO Futter Erscheinungen 
KS AS AO 


302 || 1,0 | 1,4 1,9 0,233 = 0,526 0.737 normal 

317 || 0,8 {1,0 | 4,4 0,312 0,571 0,714 ‘ 

315) 0,3 0,75 0,4 0,69 0,75 1.875 Ca/P =1:8,4 

0.5 0,6 0.4 0.667 1.25 1.5 CaP 1:8,4 2 Tage und 1 Tag zuvor 
Tremor der Kiefer- 
muskulatur; 1 Tag zu 
vor Trousseau 

318 O15 0.25 01 2.0 1,5 2.5 CaP 1:8,4; Kein Tremor(inderanor 
To ihe LRT malen Ca P-Periode 
Na/k 1:9571 wohl Tremor!) 

319 03 06 0,25 O87 1,2 24 CaP =1:8,4; Tremor Unterkiefer- und 
Na/P — 1:571 Extremitatsmusku- 
maion 700 latur. 

215), 0,3 1,1 | 0,6 05 0,5 1,833 Fastversuch Tremor Unterkiefer- und 
Vorderpfotenmusku- 
latur. 

Das Vorkommen in den Tabellen des Kaninchens Nr. 215 Hunger- 


versuch hat den Zweck, festzustellen, inwieweit das Fasten einen Eintluls 
auf die neuromuskulare Reizbarkeit und auf die minerale Zusammen- 
setzung von Blutserum und Muskelsaft ausiibt. der mit den Anderungen 
hei anormaler mineraler Fiitterung vergleichbar ist}. 

In der Tabelle V zeigt sich eine deutliche Zunahme der Reizbarkeit 
(1 [KS + AS + AO}) beim Ubergang von normalem Futter auf Futter 
mit anormalem Ca P-Verhaltnis (Zunahme auf das Zwei- bis Dreifache) 
und besonders auf Futter, in dem auBerdem das Verhiltnis Na K 
weit ist (Zunahme auf das Drei- bis sogar auf das Achtfache). Der 
AS AO-Wert. der bei der Beurteilung eines eventuell vorhandenen 
Zustandes latenter Tetanie besonders wichtig ist, zeigt ebenfalls einen 
regelmaBigen Anstieg auf das Zwei- bis Zweieinhalb- bzw. auf das 
Drei- bis Dreieinhalbfache. 

Auch der KS AO-Wert steigt. 


' Bekanntlich verweigerten einige Tiere dann und wann das anormale 
Futter besonders bei abweichendem Ca/P- und Na K-Verhaltnis 
und magerten dabei ab. DaB indessen diese freiwillige Futterverweigeruny 
nicht als Hungerzustand gelten kann, zeigten wir schon in der zweiten 
Mitteilung. Das Na ‘K-Verhaltnis wahlten wir bei der anormalen Fiitterungs- 
- weiter als wahrscheinlich in irgendeiner Nahrung der 


periode sehr weit 
Fall ist — zwecks Hervorrutung deutlicher Effekte. 
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Beim Hungerkaninchen Nr. 215 steigt zwar die Reizbarkeit, aber n 
bis aut das Zweifache. Der AS/AO-Wert zeigt einen Anstieg, der des 
Jenigen der abnormalen Ca/P-Periode gleichkommt, wahrend der KS AO 
Wert nicht von der urspriinglichen GréBe differiert, d.h. die KS- und 
AO-Werte andern sich hier im gleichen Sinne und Ausmab. 


Manifeste Tetanieerscheinungen — Muskeltremor — konnten wi: 
wiederholt feststellen!. 


Bei den Kaninchen Nr. 215 und 319 waren sie unmittelbar vor dem Tod: 
vorhanden, beim Tier Nr. 311 an den zwei vorhergegangenen Tagen, beir, 
Tier Nr. 318 fanden wir keine manifesten Symptome in der Period 
anormaler Ca /P- und Na, K-Fiitterung, indessen wohl in der vorhergegangenen 
Periode, in welcher nur das Ca /P-Verhaltnis anormal war. 

In der mineralen Blutserumzusammensetzung in den verschiedenen 
Perioden (Tabelle III) anderte sich besonders das Totalealcium. das_ in 
den zwei anormalen Fiitterungsperioden anormalem Ca/P und Ca P 
und Na/K — einer Erniedrigung um 20 bis mehr als 30°, unterlag.  Fii 
diese Tiere war der Ca-Gehalt bei normaler Fiitterung 14.7 oder héher, bei 
anormaler Fiitterung schlieBlich nur etwa 10 mg-°,. Der ultrafiltrable 
Anteil nahm dabei relativ ein wenig zu. Der anorganische Phosphor zeigte 
bei Nr. 319 einen deutlichen Anstieg. Bei Nr. 318 stieg dieser Wert nicht 
viel, und einmal (am 11. Dezember) war er héher als am 25. April. Eine 
relative Anderung des dialysablen Anteils kam nicht ans Licht. 

Der Magnesiumgehalt nahm sehr deutlich ab. Die Erniedrigung wa) 
am gréBten (+ 40°.) in der Futterperiode, in welcher das Ca/P- und das 
Na /K-Verhaltnis anormal war. Auch hier konnte keine deutliche Anderung 
der relativen Menge des ultrafiltrablen Anteils gefunden werden. 

Die Anderungen des Kalium- und Natriumgehaltes waren nicht deutlich. 
die des Chlorgehaltes ebensowenig. 

Beim Kaninchen Nr. 215 (Hungerversuch) findet man im Blutserum 
ebenfalls eine Erniedrigung des Calciums und einen sehr starken Anstieg des 
Phosphors sowie eine erhebliche Senkung des Mg-Spiegels. Das Mg war 
hier ganz diffusibel (s. auch Tabelle I). 


_ Die Beziehung zwischen dem Verhdltnis der verschiedenen Minerale im Blut- 


serum bzw. Muskelsaft und der neuromuskuldren Reizbarkeit (bzw. Tetanie ). 


In friiheren Untersuchungen fanden wir bei Grastetanie der Kiihe, einen 
Zustand, der von latenter oder manifester Tetanie gekennzeichnet ist, 
ein mittleres Ca/Mg-Verhaltnis im Blutserum zu 14,6. Bei normalen Rindern 
betragt diese Zahl 5,6, bei Rindern mit Gebarparese fanden wir dagegen 
durchschnittlich 2,0 7%, 

Bei jungen Kalbern, denen subcutan Magnesiumsalze eingespritzt 
waren, fanden wir bei einem Ca/Mg-Verhaltnis im Blutserum von 1,48 einen 
paretischen Zustand; Narkose trat bei einer Ca/Mg-Zahl von 1,32 auf. 


1 Naheres in den Kurven der zweiten Mitteilung. Die sehr schweren 
Symptome dieses Zustandes, d.h. Konvulsionen oder klonisch-tonische 
Krampfe der Extremitaten, wurden nicht beobachtet. 

2 B. Sjollema u. L. Seekles, diese Zeitschr. 229, 368, 1930. 

8 L. Seekles u. B. Sjollema, ebenda 244, 167, 1932. 
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Minerale Zusammensetzung von Blutserum und Muskelprebsaft. 325 


Wie bekannt, geht manchmal, aber nicht immer. Tetanie hbesonders 
parathyreopriven Ursprungs mit einem Ca P-Verhaltnis zu tl oder < | 
a1 
inher 


a) EinfluB der Parathyreoidektomie aut das Ca Mg-Verhaltnis im 
Blutserum. 
Aus unseren friiheren Untersuchungen? ging schon hervor. dats das 
Ca Mg-Verhaltnis im Blutserum bei parathyreopriver Tetanie abnimmt, 
weil der Ca-Wert sich erniedrigt und die Mg-Zahl normal bleibt oder etwas 
ansteigt. Wir haben diese Beobachtungen durch weitere Versuche bestatigen 
und ergainzen kénnen, wie aus der Tabelle VI hervorgeht *. 


Tabelle VI. 
Ca Mg-Verhaltnisse im Blutserum bei normalen Hunden und 
nach Parathyreoidektomie usw. 





, Ca Mg i 3] se 
Zahl der a Mg im Blutserum 


Bestimmungen Grenzwerte Mittel 

Normal... amid 19 8,79 bis 3,14 4.86 

Nach Parathyreoidektomie Pay : 21 4°69 » 2,90 3,12 

. Thyreo-Parathyreoidektomie . 2 2,70 , 1,49 2.10 
»  Parathyreoidektomie und Ka- 

stration... 4 882 . 2.89 3,13 
Nach Parathy recidektomie mit nach- 
heriger Implantation yon Epithel- 

10 8,60 . 2,50 3.10 


kérperchen . . — 
Nach Parathyreoidektomie bei An- 
wesenheit von paraepitheloidem 
NT ow, end, So wow 4 412 . 3,50 3, 


* Bei der Obduktion festgestellt. 


=] 
“J 


b) Zusammenhang der neuromuskulaéren Reizbarkeit mit dem 
Mineralbestand des Blutserums. 


Der Ca/Mg-Quotient des Blutserums zeigt bei unseren Fiitterungs- 
versuchen keine regelmaBige Anderung mit der Reizbarkeit. waihrend das 
Ca/P-Verhaltnis bei zunehmender neuromuskularer Reizbarkeit eine 
betrachtliche Erniedrigung aufweist (Tabelle VII). Es kommt hier also 
ein wichtiger Unterschied mit der Grastetanie der Rinder ans Licht. bei 
welcher Krankheit bekanntlich eben das Ca/Mg-Verhaltnis ma®Bgebend 
fiir die Symptome ist. Die aus dieser Arbeit hervorgegangenen Tatsachen 
zeigen vielmehr eine Analogie mit der parathyreopriven (latenten oder 


1 DaB dies nicht in allen Tetaniefallen zutrifft, zeigten wir friiher 
(diese Zeitschr. 229, 373, 1930). 

Klin. Wochenschr. 11, 989, 1932; diese Zeitschr. 229, 375, 1930. 

3 Diese zuletzt erwahnten Versuche wurden in Zusammenwirkung 
mit den Herren Dr. med. vet. et Dr. phil. ). J. Kok und Dr. med. A. ran 
Harreveld ausgefiihrt. welche die Parathyreoidektomie nach einer be- 
sonderen Technik ausfiihrten. 
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manifesten) Tetanie, bei welcher manchmal ebenfalls das Ca/P-Verhaltni- 
im Blutserum, und nicht das Ca/Mg-Verhiltnis mit den Symptomen it 
Einklang ist. Wir méchten noch kurz hinweisen auf das Na + K ver 
Ca + Mg 
haltnis, auf welchen Quotient Loeb und Mathews Wert legen fiir die Be 
stimmung der Reizbarkeit der Nerven und Muskeln, d.h. auf den Antago 
nismus zwischen den krampferregenden einwertigen und den krampt- 
aufhebenden zweiwertigen Kationen. In unseren Fallen nimmt diese! 
Wert, der Erwartung gemaB, mit der neuromuskuléiren Reizbarkeit zu. 
was wieder in Einklang mit dem Verhalten dieses Wertes bei Grastetanie ist. 


Die Untersuchung des MuskelpreBsaftes ergab tolgendes (Tabelle IV). 
Im allgemeinen sind die Werte zweier Kaninchen mit derselben Ration 
sehr wechselnd (siehe z. B. Nr. 302 und 317 fiir Ca und Mg, Nr. 315 und 311 
fir Mg und Na). Der Totalealciumgehalt nahm bei anormalem Ca P 
(und Na/K-) Verhaltnis im Futter bis auf das Zwei- bis Dreifache zu. Uber 
den ultrafiltrablen Anteil des Caleitums kam nichts Sicheres zutage. Die 
Anderungen des anorganischen Phosphors im Saft selbst waren nicht 
charakteristisch. Wohl zeigte sich bei normaler Ernahrung der anorganische 
Phosphor ganz diffusibel, wahrend besonders bei anormalem Ca/P- und 
K Na-Verhaltnis der diffusible Anteil des Phosphors bedeutend herab- 
gesetzt war. 


Der Totalmagnesiumgehalt zeigte keine deutliche Beeinflussung 
(beim Tier Nr. 315 war der Mg-Wert auBerordentlich niedrig). Indessen 
war die relative Menge, d.h. der Prozentsatz, des diffusiblen Anteils 
bei der anormalen Ernahrung gr6Ber als bei den Tieren mit normale 
Nahrung. 


Die Kaliumwerte zeigten keine Anderung, die Natriumzahlen eine 
Neigung zum Steigen (nicht stets deutlich), was besonders in der Periode 
anormaler Ca/P- und K/Na-Verhaltnisse merkwiirdig ist, weil eine auBer- 
ordentlich geringe Na-Menge dem Organismus mit dem Futter zugefiihrt 
wurde. Die Chlorwerte waren bei der anormalen Ernahrung deutlich 
erhéht; der Prozentsatz des dialysablen Anteils zeigte keine Anderung. 
Der Mineralgehalt des Muskelsaftes zeigt also keine konstanten Werte 
wie der des Blutes. GroBe Differenzen im Verhaltnis zwischen den 
Totalwerten und den Ultrafiltratzahlen wurden beim Ca, Mg und P gefunden, 
ziemlich groBe beim K, wahrend beim Cl und Na diese Differenzen am 
niedrigsten waren. 


c) Zusammenhang der neuromuskularen Reizbarkeit mit dem 
Mineralbestand des MuskelpreBsaftes. 


Der Ca/Mg-Quotient wurde bei héherer neuromuskularer Reizbarkeit 
erhoht gefunden, wenn auch keine genaue Parallelitat vorliegt (Tabelle VIT). 
Dieser Befund ist also in Einklang mit dem erwarteten Ca—Mg-Anta- 
gonismus. 


Der Ca/P-Wert des MuskelpreBsaftes andert sich aber nicht der Er- 
wartung gemaB: bei erhéhter neuromuskuliérer Reizbarkeit waren diese 
Werte in den Saften erhdht. 


Die (Na + K) (Ca + Mg)-Quotienten sind, mit nur einer Ausnahme 
(Nr. 315), bei erhéhter Reizbarkeit niedriger als bei normalen Tieren. 
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Tabelle VIL. 
Mineralverhaltnisse im Blutserum und MuskelpreBsaft im 
Zusammenhang mit der neuromuskularen Reizbarkeit*. 





Blutserum Muskelpretisaft 
Nr |\MatKh.. | .. | Rat k|AS/AOF Futter 
Ca/Mg | Ca/P Ca Mg CaP <— 
” Ca + Mg 7 ‘ Ca + Mg 


302. 4,08 3,65 19.4 0,284 4,08.10°? 19,7 0,737 


| 
317. 376 | 2.93 176 | 0242 225.10-? 253 0714 | Dormal 


315 (3,42)8 (1,86) (22,6) 1,51 5,82.10-2 33,6 1,875 Cal P 1:8.4 
311|| 3,84 1,29 29.2 0,639 7,75.10°" 14,6 1.5 Ca/P 1:54 
318 4,95 1,95 27,2 | 0,517 |6,90.10-2 15,2 2,5 \ Ca/P 1:84 
319 3,75 1,12 32.7 0,494 5.99.10 2 17,9 2.4 | Na/K — 1:571 
215 5,52 1,10 27.5 0,459 534.10-2 15,3 1,833 Fast versuch 


* Berechnet aus den Tabellen III] und IV. 

+ Weitere Ergebnisse der Reizbarkeitsmessung, sowie die Symptome, siehe Tabelle V. 

S$ Nicht reduziert auf normalen Fe-Gehalt. 

Deutung des Unterschieds beziiglich des Zusammenhangs der neuromuskularen 
Reizbarkeit mit der mineralen Zusammensetzung des Blutserums und des 
MuskelpreBsaftes. 

Es zeigte sich, dab: 

1. das Ca Mg-Verhaltnis im Blutserum keinen regelmaBigen, im 
MuskelpreBsaft den erwarteten Zusammenhang mit der Reizbarkeit 
aufwies, 

2. das Ca P-Verhaltnis im Blutserum die erwartete, im Muskel- 
preBsaft die entgegengesetzte Beziehung zur Reizbarkeit zeigte, 


Na+ kK 
3. der -Wert (Loeh und Mathews) im Blutserum und im 
Ca + Mg 
MuskelpreBsaft wenn man den MuskelpreBsaftwert des Kaninchens 


Nr. 315 auBer Betracht abt ebenfalls einen einander entgegen- 
gesetzten Zusammenhang mit der Reizbarkeit aufwies. 


Inwieweit ahnliche Beziehungen bzw. Differenzen auch bei anderen 
Tetanieformen vorkommen, ist nicht bekannt. Die Untersuchungen sind 
unseres Wissens bis jetzt auf das Blutserum beschrankt geblieben. 

Man kénnte versuchen, den Unterschied zwischen dem Zusammenhang 
der Reizbarkeit mit den Mengen der verschiedenen Minerale im Blutserum 
und MuskelpreBsaft in Beziehung zu bringen zu der Differenz der Reaktion 
der zwei Korperfliissigkeiten. Es ware denkbar, dab diese Beeinflussung 
in alkalischer Fliissigkeit anders ware als in saurem Medium. Bekanntlich 
wird der Quellungszustand der (K6rper-)Kolloide von den verschiedenen 
Mineralen nach der lyotropen Reihe beeinfluBt. Die Reihenfolge fiir die 
Anionen und Kationen bleibt bei einer Anderung der py indessen nicht 
ganz dieselbe. aus welcher Differenz das  verschiedene Verhalten det 
Minerale im Blutserum und MuskelpreBsaft vielleicht. wenigstens zum 
Teil, zu erklaren ware. Es mu indessen sofort betont werden, dal) es 
zwischen Blut und Muskelsaft zwar eine Differenz der Reaktion gibt, dal 
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man sich aber in beiden Fallen auf derselben Seite des isoelektrischen Punkte- 
der Kérperkolloide (EiweiBkérper) befindet. Zum richtigen Begriff der 
Sache sei daran erinnert, daB von Baar! festgestellt wurde, daB es einen Zu 
sammenhang zwischen dem Wasserhaushalt und der neuromuskulire: 
Reizbarkeit gibt: Wasserretention verursacht eine Steigerung, Entwasserun, 
(Diurese) eine Erniedrigung der Reizbarkeit. 


Es fehlen zur Zeit noch die nétigen Beobachtungen, welche eine genau 
Unterscheidung zwischen dem allgemein kolloid-chemischen EinfluB det 
Minerale auf den Quellungszustand der EiweiBkérper und damit auf di: 
neuromuskulare Reizbarkeit und der spezifischen Beeinflussung der 
Reizbarkeit durch die Minerale bzw. Mineralverhaltnisse gestatten. Konnten 
wir ja in unseren friiheren Versuchen einen  deutlichen Antagonismus 
zwischen Ca und Mg feststellen, wiaihrend in der lyotropen Reihe die zwei 
Elemente nebeneinander stehen, also in gleichem Sinne wirken. Auch in 
der Formel nach Loeb und Mathews (Antagonismus zwischen ein- und zwei 
wertigen Kationen) wird ein Ca- und Mg-EinfluB in derselben Richtung 
vorausgesetzt. Ubrigens ist es wohl wahrscheinlich, da®B die allgemein 
kolloidchemische Beeinflussung der Reizbarkeit nicht plétzlich, sondern 
erst auf die Dauer ans Licht kame, waihrend der spezifische Einflu® det 
Minerale in sehr kurzer Zeit — einige Minuten oder noch weniger — zutage 
treten wiirde. Letzteres haben wir nach der intravenésen Injektion von 
Calciumsalzen wiederholt feststellen kénnen. Das die hier mitgeteilten 
Unterschiede in dem Zusammenhang der mineralen Zusammensetzung des 
Blutserums bzw. des MuskelpreBsaftes mit der neuromuskularen Reizbar- 
keit in diesem Stadium der Untersuchung nicht einwandfrei zu deuten sind, 
findet zweifelsohne, auBer in den Differenzen der mineralen Verhaltnisse, 
auch ihre Ursache in dem sehr betrachtlichen Unterschied der absoluten 
Mengen der verschiedenen Minerale. Wegen Mangel an systematisch aus- 
gefiihrten Untersuchungen auf diesem Gebiete ist eine genauere Deutung 
unserer Ergebnisse zur Zeit nicht méglich. 


DaB} die minerale Zusammensetzung des zirkulierenden Blutes (Plasmas) 
nicht anerster Stelle die neuromuskulire Reizbarkeit bestimmt. geht aus einer 
Arbeit von Shohl? hervor, der feststellte, daB die Reizbarkeit bei Ratten 
5 Minuten nach dem Tode — unabhangig von der Ausblutung — sich nur 
ganz wenig geandert hatte. Erst 15 Minuten nach dem Tode waren die 
Tiere deutlich weniger reizbar. 


EinfluB des Fastens auf den Mineralbestand des Blutserums und des 
MuskelpreBsaftes. 


Wir méchten hier noch kurz die minerale Zusammensetzung des Blut- 
serums und des MuskelpreBsaftes des Kaninchens Nr. 215 (Fastversuch) 
mit dem Mineralbestand der genannten K6rperfliissigkeiten der anderen 
Versuchstiere vergleichen. Im allgemeinen gibt es bei diesem Tier wihrend 
des Fastens eine Mineralverschiebung. welche sich derjenigen der anderen 
Tiere bei dem Ubergang von normalem Futter auf Futter mit anormalem 
Ca/P- (und Na/K-)Verhaltnis nihert. Es fallt nur die Héhe des Phosphat- 
spiegels im Blutserum auf. DaB die neuromuskulare Reizbarkeit hierbei 


' H. Baar, Zeitschr. f. Kinderheilkde. 46, 502, 1928. 
* A. T. Shohl, Amer. J. of Physiol. 86, 631, 1928. 
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steigt, ist in Einklang mit dem Befund Shok/s und seiner Mitarbeiter’, die bei 
Ratten, welche rachitisch gemacht waren durch Fiitterung einer Ration, 
die reich an Ca und arm an P war, dadurch Tetanie erzeugen konnten, 
daB der Phosphatstoffwechsel erhéht wurde, entweder durch Zutuhr von 
Phosphor oder durch Vernichtung von Kérpergewebe durch Fasten *. 


Einflug des Sdure-Basenverhdltnisses im Futter. 


In unserer zweiten Mitteilung fanden wir, dab alle Futtergemische 
basischen Charakters waren — BaseniiberschuB etwa 23 bis 34 Milliaquiva- 
lente pro 100g —. ausgenommen diejenigen, in denen die Ca,P- und die 
Ca/P- und Na,;K-Verhaltnisse anormal waren — SauretiberschuB 0,8 
bis 0.9 —, bei welcher Fiitterung die neuromuskulare Reizbarkeit bekanntlich 
am héchsten gefunden wurde. 

Es fragt sich, ob die Anderung der Reizbarkeit von dieser Differenz 
im Futter verursacht sein kann. Letzteres ist Jedoch nicht wahrscheinlich, 
denn bei Fiitterung einer Mischung, in welcher der normale Basentiberschub 
(23 Milliaquivalente), aber ein anormales Na/K-Verhaltnis vorlag, gab 
es schon eine, zwar inkonstante, Steigerung der Reizbarkeit. Wir fanden 
weiter, daB bei dem Ubergang von anormalem Ca/P-Futter auf eine Nahrung. 
in welcher auBerdem noch das Na K-Verhaltnis anormal war, eine sehr 
deutliche Steigerung der elektrischen Reizbarkeit, wahrend in diesen beiden 
Fallen der SaureiiberschuB im Futter nahezu derselbe war (0,8 bzw. 0,9 Milli- 
ampere pro 100g). 

Berechnet man den UberschuB an anorganischen basischen Aqui- 
valenten iiber die anorganischen sauren Aquivalente (Tabelle VIII), so 
zeigt das Blutserum und dessen Ultrafiltrat keinerlei Beziehung dieser Werte 
mit der neuromuskuliren Reizbarkeit und ebensowenig mit dem Basen- 
(Sauren-) CbherschuB des verabreichten Futters. Im Muskelprefsaft findet 
man ebenfalls keinen Zusammenhang des Baseniiberschusses mit der Reiz- 
barkeit oder dem Basen-(Sauren-) UberschuB der Nahrung*. Aus einem 
Vergleich der Baseniiberschu8werte des PreBsaftes mit denen des Ultra- 
filtrats geht indessen hervor, daB bei drei von den vier Tieren, welche nach 
Verabreichung eines Futters von abweichender mineraler Zusammensetzung 
erhéhte neuromuskulire Reizbarkeit zeigten, der Baseniiberschu im 
Ultrafiltrat um etwa 2 Milliaéquivalente héher gefunden wurde als im Muskel- 
preBsaft, wahrend bei normaler mineraler Futterung die Basentiberschuls- 


14.7. Shohkl, H. B. Brown, FE. E. Chapman, C.S. Rose und E. M. 
Saurwein, J. of biol. Chem. 98, 215, 1932. 

2 Dab indessen das Fasten bei unseren Versuchstieren in den Perioden 
anormaler mineraler Fiitterung nicht die Ursache der hohen  neuro- 
muskularen Reizbarkeit sein kann, zeigten wir schon in der zweiten Mit- 
teilung (diese Zeitschr. 262. 367, 1933). Es ist nicht unméglich, daB zwischen 
dem geinderten Verlauf der KS/AO-Kurve beim. Fasten im Vergleich 
mit dem Verlauf bei anormaler mineraler Fiitterung und der chemischen 
Differenz eine Beziehung vorliegt, und daB vielleicht in dieser Weise der 
Zusammenhang mit dem Wesen der Beeinflussung von KS, AS und AO 
gefunden werden kénnte. 

3 Selbstverstandlich braucht es sich hier nicht um einen absoluten 
BasentiberschuB in den betreffenden Korperfliissigkeiten zu handeln; die 
organischen Anionen bestimmten wir ja nicht. 
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Tabelle VILLI. 
Basen-(Saure-)UbersehuB (anorganisch) im Blutserum. Muskel- 
preBsaft und deren Ultrafiltraten in Milliaquivalenten pro 
100 cem, bei verschiedener Nahrung (Ultrafiltratwerte in 

Klammern). 





N Blutserum ° — ; Nahrung Mineralverhaltnisse 
Nr (Base) aged ASAO — in der Nahrung 
(Buse) (Base) (Siture) 

302 5.8 (3.6) 10.4 (8.2) 0,737 34.5 — normal 
3175.6 (3,9)4++; 83 (6,5) 0,714 34.3 — 
315 6.0 (6,2) **; 72 (SS) 1,875 - 0.8 an. Ca/P 
311 4.6 (3.6) 93 (7,8) 1,5 — OS an. Ca P 
318 54 (3.8) 8.4 (10,9) 2.5 - 0.9 an. Ca/P und Nak 
319 5.0 (4,4) 89 (10,5) 2 a 09 an. CaP und Na/K 
215 || 5.2 *** (4.7) 7.9 (7.9) 1,833 — Fastversuch 

* Fe und S nicht berechnet; P 1,8-wertig (Aquivalentzahl 17,2), weil eine Mischung aus 


8 Mol. sekundirem und 2 Mol. primairem Phosphat in Lisung eine dem Blutserum nahe- 
kommende Dy liefert (7,38). 

** Nicht auf normalen Fe-Gehalt reduziert. 

*** Der Cl-Wert des Ultratiltrats benutzt. 

+ P 1,2-wertig ‘Aquivalentzahl 25,8), weil eine Mischung aus ? Mol. sekundirem und 
8 Mol. primaérem Phosphat in Losung eine dem Muskelprefisaft nahekommende py liefert (6,24). 

++ Mg-Gehalt des Ultrafiltrats zu 3,3 mg-° 9 angenommen (7,4 der Gesamtzahl, wie 
Nr. 302). 


werte des Muskelprefisaftes diejenigen des Ultrafiltrats um 2 Millidquivalente 
iiberstiegen. Kaninchen Nr. 311 bildet hier eine Ausnahme. Beim Tier 
Nr. 215, das fastete. waren die Pre®Bsaft- und Ultrafiltratwerte genau 
dieselben. 

Bei den drei genannten Tieren enthalt also das Ultrafiltrat mehr an- 
organische basische Aquivalente als der MuskelprefSsaft, und zwar bei 
Fiitterung einer Ration, welche einen ganz kleinen UberschuB (0.8 bis 
0.9 Milliaquivalente) an sauren Elementen enthalt, wahrend bei der 
Fiitterung einer basischen Mischung das Ultrafiltrat einen kleineren Uher- 
s¢huB an Basen enthielt als der MuskelprefBsaft. Das Adsorptionsvermégen 
der Kolloide im MuskelpreBsaft fiir basische Elemente ist also im ersten 
Falle bei einer in mineraler Hinsicht anormalen Nahrung relativ 
geringer als im zweiten Falle — bei normaler Nahrung —. Der Zusammen- 
hang «lieser Tatsachen lat sich kaum erklaren. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde nur eine kleine Differenz zwischen dem Mineral- 
bestand des Blutserums bei normaler Fiitterung und bei einem ab- 
weichenden Na K-Verhaltnis wenig Na, viel K in der Nahrung 
gefunden, und zwar zeigten im zweiten Zustande nur die K- und Cl-Werte 
eine Neigung zum Steigen. (Die erste Periode anormaler Na K- 
Fiitterung dauerte 7, die zweite 13 Tage.) Dies stimmt zu der Tatsache, 
daB sich beim Ubhergang auf Futter mit anormalem Na: K-Verhaltnis 
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1ur eine inkonstante Verschiebung der elektrischen Reaktion in die 
Richtung latenter Tetanie zeigt. 

2. Den Totalealciumgehalt des Blutserums fanden wir bei 
anormaler Ca P-Futterung wenig Ca und viel P und bei 
anormalem Ca’ P- und Na K-Verhaltnis in der Nahrung in welchen 
heiden Zustanden die elektrische Reaktion auf latente (oder manifeste) 
letanie hinwies um 20 bis mehr als 30°, erniedrigt. Der ultra- 
filtrable Anteil des Calciums nahm dabei relativ ein wenig zu. Die 
anorganischen Phosphorwerte zeigten mit einer Ausnahme einen 
deutlichen Anstieg. Eine relative Anderung des dialysablen Phosphat- 
anteils kam nicht ans Licht, d. h. der anorganische P blieb ganz diffu- 
sibel. Der Magnesiumgehalt nahm aber sehr deutlich ab. Die Erniedri- 
gung war am gréBten (etwa 40°,) bei anormaler Ca P- und Na K- 
Fitterung. Das ultrafiltrable Mg in Prozenten des Totalwertes 
zeigte keine deutliche Anderung. Die Anderungen im K-, Na- und 
(l-Gehalt des Blutserums und des Ultrafiltrats waren nicht deutlich. 


3. Der Ca/Mg- Quotient im Blutserum andert sich bei zunehmender 
elektrischer Reizbarkeit. also bei anormalem Ca P- (und Na K-) 
Verhaltnis im Futter, nicht regelmaBig, waihrend der Ca P- Quotient 
unter denselben Umstanden eine betrachtliche Erniedrigung zeigt. 
3ei_ parathyreopriver Tetanie des Hundes fanden wir eine Herab- 
setzung des Ca Mg-Quotienten im Blutserum, wahrend der Ca P-Wert 
ebenfalls abnahm (letzteres haben auch andere Forscher festgestellt). 
Bei Grastetanie der Rinder fanden wir den Ca Mg- Quotient dagegen 
stark erh6ht und den Ca P-Wert wechselnd, aber nur ausnahmsweise 
niedrig. Es geht also eine wichtige Differenz mit der Grastetanie hervor : 
unsere Kaninchen zeigen vielmehr eine Analogie mit parathyreopriven 
Hunden. Die Ca Mg-Quotienten andern sich bei verschiedenen Tetanie- 
formen also nicht in derselben Richtung, gehen also auch im allgemeinen 
nicht mit Reizbarkeitsinderungen parallel. Das Verhiltnis (Na — K) 
(Ca + Mg), auf das von Loch und Mathews Wert gelegt wird fiir die 
Bestimmung der Reizbarkeit von Nerven und Muskeln, nimmt_ bei 
unseren Kaninchen, der Erwartung gemaif, mit steigender neuro- 
muskularer Reizbarkeit zu, wie auch bei der Grastetanie gefunden wurde. 

4. Im MuskelpreBsaft nahm der Totalcalciumgehalt bei anormalem 
Ca P- (und Na K-) Verhaltnis im Futter, also zugleich mit zunehmender 
neuromuskularer Reizbarkeit, bis auf das Zwei- bis Dreifache zu. Die 
Anderung war also derjenigen, welche im Blutserum gefunden wurde, 


entgegengesetzt. Die Anderungen ‘des ultrafiltrablen Anteiles waren 
nicht deutlich. Wahrend die Anderungen des anorganischen Phosphor- 
gehaltes nicht charakteristisch waren, zeigte der diffusible P-Anteil, 
besonders bei anormaler Ca P- und Na K-Fiitterung eine Erniedrigung. 
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Der Totalmagnesiumgehalt zeigte keinen deutlichen Zusammen 
hang mit der Reizbarkeit. Indessen war die relative Menge des diffu 
siblen Mg-Anteiles Prozent der Totalwerte bei anormaler Ca P 
(und Na K-)Fiitterung am héchsten. 

Die K-Werte zeigten keine Anderung, die Na-Zahlen eine Neigung 
zum Steigen, was desto merk wiirdiger ist, weil in der anormalen Ca P- 
und Na K-Periode dem Organismus auBerordentlich wenig Na zu 
gefiihrt wurde. 

Die Cl-Werte waren bei der anormalen Ca P- (und Na K-) Fiitte- 
rung deutlich erhéht, der ultrafiltrable Anteil anderte sich nicht. 

+. Den Ca Mg- Quotient im MuskelpreBsaft fanden wir bei héherer 
neuromuskularer Reizbarkeit erhéht, obwohl keine genaue Parallelitat 
vorlag. Dieser Befund ist also in Einklang mit dem erwarteten Ca-Mg- 
Antagonismus, aber nicht mit der Anderung im Blutserum derselben 
Tiere. Der Ca P-Wert des MuskelpreBsaftes andert sich nicht der 
Erwartung gemaB: bei erhéhter neuromuskularer Reizbarkeit steigt 
dieser Wert. 

Die (Na + K) (Ca + Mg)-Quotienten sind, mit nur einer Aus- 
nahme und ungleich diesen Quotienten im Blutserum, bei erhéhter 
Reizbarkeit niedriger als bei normalen Tieren. 

6. Es zeigte sich, daB die neuromuskulare Reizbarkeit in einer 
anderen Weise mit der mineralen Zusammensetzung des Blutserums 
als mit demjenigen des Muskelsaftes zusammenhaingt. Nimmt man 
nach Baar — eine direkte Beziehung zwischen dem Quellungszustand 
der Kérperproteine und der neuromuskularen Reizbarkeit an, so fragt 
sich, ob eine verschiedenartige Beeinflussung dieses Quellungszustandes 
durch die Minerale des Blutes oder durch diejenigen des Muskelsaftes 
vorliegt. Eine mégliche Ursache dieses Unterschiedes kénnte die 
Differenz der Reaktion der zwei obengenannten Korperfliissigkeiten 


‘sein. Weil jedoch auBerdem noch sehr grobe Unterschiede zwischen 


den Verhaltnissen der verschiedenen Minerale sowie zwischen deren 
absoluter Menge im Blut und Muskelsaft vorliegen, muB, beim jetzigen 
Stande unserer Kenntnis, auf eine naihere Erklirung der Tatsachen 
verzichtet werden. 

Es liegt in diesem Resultat ein Grund vor, nicht nur den Eigen- 
schaften der Ionen, welche mit ihrer Stelle in der lyotropen Reihe 
zusammenhangen, Rechnung zu tragen, sondern auch daran zu denken, 
daB die Ionen wahrscheinlich noch in anderer Hinsicht die physio- 
logischen Prozesse beeinflussen. — , 


7. Beim fastenden Kaninchen gibt es eine Mineralverschiebung 
im Blutserum und MuskelpreBsaft, welche derjenigen, welche bei 
anormaler Ca, P- (und Na K-)Fiitterung gefunden wurde, nahekommt. 
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Nur war im Fastversuch der P-Spiegel des Blutserums hoéher, und 
die Totalmengen der anorganischen basischen und sauren Aquivalente 
waren einander gleich (s. weiter unter 9.). 

DaB die Reizbarkeit bei Erhéhung des P-Spiegels im Blutserum 
ansteigt, ist in Einklang mit dem Befund Shoh/s und seiner Mitarbeiter, 
die bei rachitischen Ratten Tetanie erzeugen konnten durch Erhéhung 
des Phosphatstoffwechsels, entweder durch P-Zufuhr oder durch Ver- 
nichtung von Kérpergewebe durch Fasten. Eine weitere Differenz 
heim fastenden Tier gegeniiber den Versuchstieren mit anormaler 
(a P- (und Na K-) Fiitterung bildet der Verlauf der KS AO-Kurve, 
welche nicht der AS AO-Kurve parallel laiuft, wie es bei der 
anormalen Fiitterung der Fall ist, sondern stets etwa auf derselben 
Hohe bleibt. 

8. Der UberschuB an anorganischen, basischen bzw. sauren 
Elementen im Futter iibte in unseren Versuchen nicht an erster Stelle 
einen EinfluB auf die neuromuskulaire Reizbarkeit aus. 

9. Im Blutserum und dessen Ultrafiltrat zeigt der Basentiberschul 
keinerlei Beziehung mit der Reizbarkeit und ebensowenig mit dem 
Basen(saure)iiberschuB des verabreichten Futters. Aus einem Vergleich 
des Baseniiberschusses des MuskelpreBsaftes mit demjenigen des Ultra- 
filtrats fanden wir bei drei von den vier Tieren bei erhéhter Reizbarkeit 
den BaseniiberschuB des Ultrafiltrats um = etwa 2 Milliaiquivalente 
héher als im MuskelpreBsaft, wahrend bei normaler mineraler Fiitterung 
der BaseniiberschuB des PreBsaftes denjenigen des Ultrafiltrats um 
2 Milliaquivalente iibersteigt. Im Fastversuch fanden wir genau den- 
selben BaseniiberschuB im PreSsaft wie im Ultrafiltrat. 


Wir danken den Herren Dr. J. W. Dienske und H. Hooghoudt fiir 
ihre Hilfe bei der chemischen Untersuchung von Blutserum und Muskel- 
preBsaft und Herrn G@. J. Naber fiir die Unterstiitzung bei den elektrischen 
Messungen. 
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Uber Nucleoproteide. 


Ill. Mitteilung: 
Methodisches, 


Von 
St. J. von Przylecki. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Warschau 


(Eingegangen am 1, Juli 1933.) 


Theoretischer Teil. 


Die Nucleoproteide sind durch die Mehrzahl der Autoren vom bio- 
chemischen Standpunkte aus betrachtet worden. Es werden deshalh, 
auBer wenigen Ausnahmen, nur native Kérper, deren Konstitution meisten- 
teils nicht bekannt ist, analysiert. Nur in wenigen Fallen aber (z. B. Fisch- 
sperma) ist ein einheitliches Material in dieser Weise erhalthar. Meistentei!s 
bildet es eine Mischung, die eine groBe Menge von Verunreinigungen und 
Komponenten enthalt. Wir glaubten, da® es viel zweckmaBiger ist, bei 
der Untersuchung der Nucleoproteide statt der Analyse eines solchen 
inhomogenen Materials eine systematische Untersuchung der synthetisch 
erhaltenen Verbindungen zwischen verschiedenen Proteinen und Nucleotiden 
(Mono oder Poly) durchzufiihren. Nur wenn man die Natur der Kom- 
ponenten kennt, ist es méglich, die Ursachen der Eigenschaften diese: 
Stoffe vorherzusehen. Die erhaltenen Resultate, die rein chemische sind, 


‘kénnten fiir das biologische Problem der Natur und der Ejigenschaften 
g 


der im Organismus anwesenden Nucleoproteide dienlich sein. Auf diese 
Weise erhaltene Versuchsresultate werden hier mit denjenigen aus det 
Literatur zusammengestellt. 


Definition und Eigenschaften. 

Als Nucleoproteide (Np.) werden Verbindungen, die aus Eiweil- 
stoffen und Nucleinséuren oder iiberhaupt aus Nucleotiden zusammen- 
gesetzt sind, bezeichnet. 

thre Léslichkeit in Wasser ist sehr verschieden. Sie sind in schwachen 
Laugenlésungen mehr oder weniger léslich (siehe den experimentellen Teil). 
hingegen durch Ansaéuern mit Essigséure oder anderen organischen Sauren, 
sowie in verdiinnten Lésungen von HCl, H,SO, usw. ausfallbar. Es gibt 
aber auch durch Essigsaéure nicht ausfallbare Np. (siehe den experimentellen 


Teil). 
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Die Léslichkeit der Np. in Wasser und Sauren ist sehr verschieden. 
sie hangt von der Protein- und Nucleotidart, ihren Konzentrationsverhalt - 
issen, PH und Salzanwesenheit ab, und zwar sind Verbindungen von Mono- 
yucleotiden mit Ovalbumin, Gelatine bei allen Verhaltnissen Protein : Mono- 
nucleotid (py 2 bis 9) léslich!. Mit Glebulinen?*, Histonen*® und Protaminen# 
hei bestimmten px und Konzentrationen erhalt man lésliche oder ganz 
unlésliche Verbindungen. Nucleine aus Hefenucleinsdure (HNS.) — Ov- 
albumin sind von py 4,7 ab bei Protein NS.-Verhaltnissen, die < 2 sind, 
leicht ausfallbar, bei hohen Proteinquotienten, z. B. 10, tiberhaupt nicht 
austallbar. Die py-Grenzen, in welchen der Niederschlag sich bildet, sind 


yon dem [. P. des Proteins und seiner Isolabilitat abhangig 4. 


Die Léslichkeit der Np. in konzentrierteren Lésungen von Mineral- 
siuren (n 10, n) ist sehr verschieden und hangt auch besonders von 
der EiweiBkomponente ab. Jedenfalls bleibt fast die gesamte Nuclein- 
siure unloslich. nur das EiweiB kann gelést werden (Methode zur 
Freilegung der EiweiBkomponente), z. B. bei Nucleoprotaminen, 
Nucleonhistonen. Bei Nucleoalbumin oder Globulin bleibt das Protein 
in Ausfallung’. In Fallen von Nucleogelatine, wo der Quotient 
Prot. NS. groB ist, beobachteten wir keine NS.-Ausfallung®. 


Unter der Bezeichnung Nucleoproteide verstehen wir somit eine 
sehr groBe Menge von Stoffen, bei denen nicht nur die stéchio- 
metrischen Verhiltnisse, sondern auch die Natur der Komponenten 
sehr verschieden ist. 

Klassifikation. 

In der Nucleoproteidausfillung variieren: die Proteinart, die 
Art des in Bindung tretenden Nucleotides, sowie ihre gegenseitigen 
Verhaltnisse. 

In einigen Fallen konnte ganz bestimmt die Anwesenheit von anderen 
Stoffen, wie Kohlenhydrate, Lipoide, nachgewiesen werden’. 

Kossel sagt in seiner ,.Monographie tiber Protamine und Histone’ 
S. 60*:..Man bezeichnet die Verbindungen von NS. mit Proteinen allgemein 
als Nucleoproteide”. 

Die Klasse der Nucleoproteide (nach Kosse/) umfaft unserer 
Meinung nach eine groBe Menge von sehr verschiedenen Koérpern, die 
schon heute klassifiziert werden kénnen. 


' ost. J. von Przytecki, diese Zeitschr. 258, 16, 1933. 

2 St. J.v. Przytecki, S. Frajberger u. W. Giedroye, ebenda 262, 224, 1933. 

3 H. Hammarsten, ebenda 147, 1924. 

4 H. Steudel u. Peiser, Hoppe-Seyler 122, 1921. 

5 lle. v. Preylecki, Frajberger u. Giedroye, XVIII. Teil. 

® Jie. vw. Przylecki, XVI. Teil. 

7 H. St ude 4 Hoppe-Seyler 93: vw. Przylecki u. Grynbe rq. diese Zeitschr. 
260. 395, 1933. 

* 4. Kossel in Einzeldarstellungen aus dem Gesamtgebiet der Bio- 


chemie IIT, 1929. 
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Als Benennung der ganzen Klasse dieser Verbindungen kénnte ¢ 
von Kossel gebrauchte Ausdruck Nucleoproteide beibehalten werd: 
Sie zerfallen in: 1. Mononucleoproteide (— Mononucleotido-proteid 
Verbindungen zwischen Proteinen und Mononucleotiden (z. B. guan 
saures Ovalbumin, guanylsaures Histon’, guanylsaures Clupeir 
2. Nucleine oder Polynucleotido-proteide. | Verbindungen zwisch 
Proteinen und Nucleinsaure-Polynucleotiden, z. B. Ribonucleoalbum 


Desoxyribonucleo-histon usw. 3. Polynucleine = Nucleoproteide sen~ 


stricto. die in 1. NS. P,P,.... wo zwei oder mehr EiweiBSarten 
Molekil anwesend sind: zu ihnen gehéren viele natiirliche Np 
aber auch synthetisch erhaltene Kérper, wie Globulin-Gelatine-HN* 
Gelatine-Histon-TNS. *, 2. (NS.), (NS.),P. wo zwei verschiedene NS. wu 
ein Protein das Micell bilden (das Np. von Feulgen®, Albumin-HNS 
TNS.®. 3. (NS.), (NS... P, . P2. wo zwei verschiedene NS. und zwei ve: 
schiedene Proteine anwesend sind (Histon, Gelatine, H. und TNS 
welches wir in einer Ausfallung bei py 3 bekommen haben), 4. Mon 
nucleotid, NS. P oder P,P, .... wo in einem Micell sowohl Mono- w 
Polynucleotide* und ein oder zwei [oder mehr (?}] Proteine anwese1 
sind (z. B. Globulin-Histon-HNS.-Adenylsaure bei px 3.5). 


Die ausfiihrliche Klassifikation wurde im XVI. Teil angegeben‘ 


Die angegebene Klassifikation umfaBt nur Verbindungen zwisch: 
Nucleinsauren und Proteinen. AuBer dieser Koérperklasse existieren in de 
Natur. und kénnen auch experimentell Verbindungen erhalten werde: 


die auBer diesen Komponenten Polysaccharide (Glykogen), sogenannt: 


Polysaccharidonucleine oder Lipoide. enthailten. 


AuBerdem sind Verbindungen zwischen Proteinen und Nucleosiden ode 


Purinen ® (wie zwischen Nucleotiden und Aminosauren ?!®) beschrieben worde 
Solche Verbindungen sind aber keine Nucleoproteide. 


Diese rein chemische Klassifikation gibt nur eine Einteilung nach de: 


Komponentenart der Stoffe, ohne dem Verhaltnis Prot. NS. und der struktu 
rellen Form Rechnung zu tragen. 


Fiir Ribosenucleoalbumin z. B. haben wir eine Formel (NS.),, P. w: 
m noch sehr verschieden sein kann (1 bis 30). angegeben. 


H. Hammarsten, 1. ¢. 
H. Steudel u. Peiser. H.S. 122. 
F. Umber, O. Hammarsten, H. S. 40, 1900. und viele andere Autore! 
?. Przutecki. Fra jhe rqger u. Giedroye. l. e. 
R. Feulgen, Chemie und Physiologie der Nucleinstoffe. Borntrage: 
: Zeitschr. f. physiol. Chem. 106, 1919. 
& v. Przytecki, 1. ce. 
7 P. A. Levene, Nucleic Acids 8S. 302, New York 1931. 
8 ¢. Przylecki u. Grunberg. diese Zeitschr. 260, 395, 1933. 
* Dieselben, ebenda 251, 248, 1932. 
10 H. Hammarsten, |. ¢ 
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Die Nucleoproteide sind eigentlich keine Zweikomponenten- 
verbindungen, da sie auBer wenigen Ausnahmen nicht nur NS. und 
Proteine, sondern auch andere Anionen und Kationen enthalten. 


Methoden zur Gewinnung und Kriterien einer chemischen Bindung. 

Die klassische Methode zur Gewinnung der Np. besteht in der Aus- 
fallung dieser Korper durch Ansauren und Lésen in Laugen. 

Durch wiederholtes Ausfillen und Lésen erhalt man Stoffe von 
ziemlich unvariabler Konstitution. 

Neben wahren Verbindungen, die bei Darstellung der Np. ent- 
stehen kénnen, werden’ Beimengungen, Verunreinigungen mit der 
Ausfallung mitgerissen. Deswegen kénnen nicht alle Komponenten des 
Niederschlags als chemische Bestandteile der Np. angesehen werden. 
Als Kriterium fiir Nucleine und Zweikomponentenverbindungen, die 
als chemische Einheiten angenommen werden kénnen, kénnen folgende 
Methoden angewandt werden: 1. Inldsungbleiben von Systemen P—NS., 
wo die cine Komponente (meistenteils NS.) ohne die zweite einen Nieder- 
schlag bildet!. 2. Ultrafiltrationsversuche bei pa, wo die Nucleinsdure 
monomolekular dispers ist, und wo das Protein im Solzustande an- 
wesend ist®. 3. Dialysierverfahren, das aber mit bestimmter Vorsicht 
ausgefiihrt werden muB. Die Dialyse kann nur bei pxy-Erhaltung, nicht 
gegen Salzlésungen ausgefiihrt werden. In dem letzten Falle, wie es 
durch H. Hammarsten® fiir Guanylsiure nachgewiesen wurde und durch 
uns ganz fiir NS. bestatigt wurde (Gelatine-NS. bei py 6.5), erfolgt 
ein voilstandiges Ausdialysieren des Mono- oder Polynucleotides dank 
dem durch uns analysierten Tonenaustausch*. Das  dialysierbare 
Salz des Nucleotides wird bei wiederholter Erneuerung der Dialvsier- 
flissigkeit ganz aus der Proteinbindung abgespalten. 4. Polari- 
metrie, wo die beiden Komponenten im Solzustande bei verschiedenem py 
untersucht werden kénnen. In diesem Falle aber miissen viele Fehier- 
quellen ausgeschaltet werden (Einflu8 der Salze, py-Anderung usw.). 
5. Nephelometrie®. 6. Koazervation (Bungenberg de Jong*). 7. Ultra 
zentrifugierung. &. Ultramikroskopie. 9. Adsor ptionsversuche, in welchen 
das Protein im Gelzustande anwesend ist und wo die Zwei-, Drei- und 
Mehr-Komponentensysteme untersucht werden kénnen*. 10. Viskosi- 


lv, Przytecki, 1. ¢. 

2». Przytecki u. Grynberg, diese Zeitschr. 251, 248, 1932. 

3 H. Hammarsten, |. c. 

4 +, Przytecki u. Grunberg, diese Zeitschr. 251, 248, 1932; +. Przyleck’. 


5 Unpublizierte Arbeit von M ystkowski. 
& Bungenberg de Jong, Protoplasma 15, 1932. 
7 ve. Przytecki u. Grynberg, diese Zeitschr. 251, 248, 1932. 
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metrie', 1. Kataphorese®. 12. Osmotischer Druck. 13. Leitfahigh: 
14. Ausfallungsentstehung® bei pu, wo die beiden Ausgangslésungen g 
loslich sind und wo die Ausfillung nicht durch Verunreinigungen di) 
Losungen erfolgt. Ein Fehlen von Niederschlagsbildung kann nicht «|. 
Zeichen einer Nichtentstehung von Np. dienen. 


Bei dieser Methode kénnen meistenteils nur Zweikomponenten 
systeme untersucht werden. Bei drei, vier usw. Komponenten kénne; 
beim Ausfallen von zwei Stoffen andere mitgerissen werden, und zwa: 
haben wir bei Zweikomponentensystemen bei pu > 7 eine Ausfallung 
von NS. bei CaCl,-Zugabe, bei welcher das Protein mitgerissen wird * 
Bei pu 5,5 entsteht ein Niederschlag von Nucleoserumglobulin, das das 
anwesende Ovalbumin mitreiBt*. Ob dieses ,,MitreiBen** durch Adsory. 
tion oder durch chemische Krafte erfolgt, bleibt, wie wir sahen, in 
vielen Fallen unbekannt, obwohl, da keine Bindung zwischen Ovalbumin- 
Globulin nachgewiesen sein konnte, vielmehr ein MitreiBen angenomme 
werden mub. 


Im Falle von Nucleoglobulinen muB man iiberhaupt bei de: 
Interpretation der Ausfallungsresultate sehr vorsichtig sein. 

Dank der Labilitat der Globuline bei bestimmtem py-Bereich kénner 
die nativen ,,Nucleoproteide* durch ein MitreiBen der NS. oder der Mono 
nucleotide beim Ausfallen der Globuline zustande kommen.  Besonders 
bei biologischen, aus Geweben erhaltenen Materialien ist die Interpretation 
sehr schwer, und die experimentellen Daten geben iiber die Bindungsart 
der Niederschlagskomponenten kein Bild. In diesem Falle kann der P-Nach 
weis nicht als Zeichen einer Nucleoproteidnatur dienen (siehe den experi 
mentellen Teil). 

In Systemen von mehr als zwei Komponenten ist der Weg de: 
Analyse sehr kompliziert. Nur in seltenen Fallen kann die Entstehung 
der Dreikomponentenverbindungen durch Ausfallung nachgewiesen 
‘werden. 

So fallt Nucleoedestin bis py 7,6, das Hefenuclein bis py 4 aus. Die 
Verbindung Hefenuclein—Edestin gibt noch eine Ausfallung bei py 8,6, also 
bei einem py. bei dem die beiden Komponenten keinen Niederschlag geben 
(experimenteller Teil). 

Im allgemeinen ist bei Systemen von drei Komponenten, wo zwei 
verschiedene NS. mit einem Protein gebunden sind, der Nachwei- 
der chemischen Bindung viel leichter und kann mit den fiir Zweikompo 


nentensystemen anwendbaren Methoden ausgefithrt werden. 


' Bungenberg de Jong, diese Zeitschr. 248, 115, 1932. 
W. Huiskamp, Hoppe Seylers Zeitschr. 32, 1901. 
v. Przytecki, 1. ¢. 

v. Przylecki, Frajberger u. Giedroye, |. ¢. 
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Meistenteils kann man bei drei oder mehr komplexen Stoffen eine 
direkte Methode der Untersuchung nur da anwenden, wo die erhaltenen 
Resultate noch am leichtesten interpretiert werden kénnen, und zwar, 
wenn die Bindung auf dem Proteingel durch die Adsorptionsmethode 
untersucht werden kann. 

Im Falle, wo diesbeziigliche Versuche mit Komponenten nur im Sol- 
yustande ausgefiihrt werden kénnen, sind so viele Korrekturen bei allen 
diesbeziiglichen Versuchen, z. B. bei Polarimetrie, Nephelometrie usw. 
durchzufiihren, da das Resultat nur schwer als Nachweis einer Bindung 
dienen Kann. 

In vielen Fallen sind einige Methoden, z. B. die Ultrafiltration bei 
Systemen, wo zwei Proteine anwesend sind, ausgeschlossen. In anderen 
Fallen ist dieselbe Methode sehr wertvoll. Bei Systemen Gelatine—-HNS. 

Mononucleotid oder Ovalbumin—HNS.—TNS. sowie Histon (aus Thymus) 

HNS.—TNS. bei py 4 bis 6 und bei groBen Proteinmengen (keine Aus- 
fallung) zeigt die Ultrafiltrationsmethode oder Dialyse eine Entstehung von 
Dreikomponentenmicellen. 

In schwereren Fallen kénnen uns theoretische Uberlegungen und 
Vergleichsversuche von Zweikomponentensystemen gute Dienste leisten; z. B. 
konnte bei Systemen Ovalbumin—Gelatine—-HNS. direkt eine Bindung 
aus methodischen Griinden nicht nachgewiesen werden. Die theoretischen 
Betrachtungen und die Adsorptionsmethode zeigten aber, dab eine solche 
Verbindung existiert !. 


Identifizierungsmethoden., 


Als Identifizierungsmethoden fiir Np. wurden 6fters nur Phosphor- 
hestimmungen angewandt. Dies ist aber gewif sowohl fiir den quali- 
tativen Nachweis, daB der erhaltene Niederschlag ein Np. darstellt, 
als auch fiir das Prot. NS.-Verhaltnis nicht richtig. 

Die Tatsache, daB P im Np. auBer in der NS.-Komponente noch 
im Protein (z. B. Globulin), in vielen Verunreinigungen oder in anderen 
als Komponente anwesenden Substanzen anwesend sein kann (Glykogen, 
Lipoide), macht den Quotienten N:P nicht zu einem quantitativen 
MaB fiir die Prot. NS.-Verhaltnisse des Nucleoproteids. 

Die anderen P-haltigen Substanzen kénnen durch wiederholtes Aus- 
waschen eliminiert werden, und zwar die Phosphorsiéiureionen durch wieder- 
holtes Lésen in Lauge und Ausfallen mit Essigséure, die Phosphatide durch 
Alkohol und Ather. Man muB aber bei der Alkoholauswaschung vorsichtig 
sein. Wenn die Ausfallung, wie es Ofters bei unseren Versuchen geschieht. 
bei héherem py ausgefiihrt wird, dann konstatierten wir, dab bei Alkohol- 
behandlung ein Teil der Nucleinséure in Lésung geht. So war bei 
Leber-Np.. bei pu etwa 4. wo Alkohol zum Niederschlag sogleich nach dem 
Filtrieren zugesetzt wurde, die Alkohollésung stark gefarbt und enthielt 
sehr viel Nucleinsaure (das N: P-Verhaltnis im Alkoholfiltrat entsprach 
der NS.). Auch die Mononucleotide werden ausgewaschen. 


1 yp, Przytecki u. Targonska, diese Zeitschr. 255, 406, 19383; v. Przytecki 
75, 1932. 


u. Grynberg, ebenda 256. 





St. J. von Przytecki: 


Bei einigen Arbeiten wurde statt der Phosphorbestimmung < 
Purinanalyse ausgefiihrt. Auch diese Probe kann nicht als MaB dv 
Nucleinsiure dienen. Die Np. sind als Protein enthaltende Nied: 
schlage bei groBer puyskala fahig, mit Purinbasen und Nucleotiden 
Bindung zu treten. So erhielt Levene! im Np. aus Leber Guanosi 
Auch experimentell wurden durch uns Np., die aus Ovalbumin, HNs 
und Guanosin oder Xanthosin bestehen, erhalten. Mit Globulin und 
Guanosin oder Adenosin wurde ein Niederschlag bei px 4. der sowohl P 
wie Purinbasen. aber tiberhaupt keine Nucleotide enthielt, bereitet 
Man kann experimentell noch den P-Gehalt des Globulins dure}, 
Lecithinzugabe vergréBern. Ahnliche Resultate bekamen wir, wenn 
das Globulin durch Casein ersetzt wurde. 

Im Falle, wo Nucleotide und Nucleoside gleichzeitig anwesend 
sind, kénnen die Nucleotide durch die Uranylmethode abgetrennt 
werden. Durch Anwendung dieses Verfahrens konnten wir im System 
1°, Ovalbumin, 0,5°%, Nucleinsiure, 03°, Guanosin im entstan- 
denen Niederschlag, die Purine im Hydrolysat der Ausfallung 
(Summe der Purine) und in der Uranylausfallung bestimmen (experi- 
menteller Teil). 

Durch wiederholtes Auflésen und Ausfillen bei optimalem py; 
konnten wir die Nucleoside, aber auch die Mononucleotide, vollstandig 
entfernen. Bei Globulin-Adenosinausfillung waren nach viermaliger 
Ausfillung keine Purine vorhanden (nach Kriiger), bei Systemen 
Ovalbumin- oder Globulin-HNS.-Adenosin oder Xanthosin konnten 
nach fiinfmaligem Ausfallen der Np. aber keine Mononucleotide oder 
Nucleoside nachgewiesen werden. 

Man muB8 aber darauf die Aufmerksamkeit lenken, daB das pu. 
bei dem die Ausfallung erfolgt, demjenigen, wo die gesamte anwesende 
NS. mit dem EiweiB gebunden ist, entspricht. Dann haben wir ein 
System, wo das Gleichgewicht Nucleoside frei gebunden existiert und 
wo also eine stetige, besonders bei gréBeren Fliissigkeitsvolumina, 
starke Verminderung des Gewichts der gebundenen Nucleoside und 
Mononucleotide erfolgt, wo aber die ganze NS. stets in Bindung bleibt. 

Die P-Bestimmung iiberzeugte uns, daB diese Annahme ganz 
berechtigt ist. 

Als bester und einzig sicherer Nachweis der Nucleoproteidnatur des 
Niederschlags kann (nach der Kontrolle zur Versicherung, daB kein 
MitreiBen erfolgt) nur die Bestimmung der Nucleinsdure bzw. Nucleotide 
im Nucleoproteid dienen. 


1 P. A. Levene, Zeitschr. f. physiol. Chem. 32, 1901; Levene u. Mandel, 
diese Zeitschr. 10, 1908. 
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Bestimmung der Komponenten. 

Die Nucleoproteide, deren Nachweisungstechnik beschrieben wurde, 
bestehen oft aus mehr als zwei Komponenten. Dies ist sowohl bei der 
Analyse der nativen Stoffe wie bei experimentell eraaltenen Stoffen 
(v. Przylecki) nachgewiesen worden. Um die Konstitution der Kom- 
ponenten kennenzulernen, sind verschiedene Methoden gebraucht 
worden. Es kénnen dazu die Zerlegung des Np. in seine Bestandteile, 
oder die Verfolgung des Verhaltens bei py-Anderung angewandt werden. 

Die Zerlegung umfaBt die Analyse der Nucleotid- oder Protein- 
komponente. Abhiangig davon, welchen Bestandteil wir analysieren 
wollen, werden verschiedene Methoden gebraucht. 

Um die anwesenden Nucleotide frei zu bekommen, miissen solche 
Methoden, bei denen keine Hydrolyse der Polynucleo- in Mononucleotide 
zustande kommt, angewandt werden. Die Hydrolyse kann sowohl 
durch Fermente oder H- und OH-Wirkung zustande kommen, wie es 
beim Pankreasnucleoproteid nachgewiesen wurde!. Es muB gleichzeitig 
eine quantitative Abtrennung der NS. vom Protein erfolgen. 

Die EnteiweiBung kann durch folgende Mittel ausgefiihrt werden: 

1. In vielen Fallen (bei Nucleoprotaminen und Nucleohistonen) 
kann man durch starkes Ansduern, z. B. durch n/ 10 bis n HCl, H,SO,, 
die EiweiBkomponente in Lésung bringen und die NS. als Sediment 
abtrennen. 

Diese Methode ist aus zweifachen Griinden nicht tiberall anwendbar. 
Erstens weil, wie wir uns tiberzeugt haben *, der Proteinanteil vieler Nucleine, 
die neutrale Proteine enthalten, beim starken Ansauern unléslich ist, zweitens 
weil sie nur auf Polynucleoproteide anwendbar ist. nicht aber auf solche 
Np., die auch Mononucleotide enthalten. Die letzten unterliegen keiner 
Ausfallung und bleiben mit dem Protein in Lésung. Weiter wurde 6Ofters 
beobachtet, daB nicht das ganze Protein in Lésung geht. Ein Teil bleibt 
mit der NS. im Niederschlag. 

2. Die zweite, viel gebrauchte Methode ist die von Levene- 
Jorpes®, wo die NS. aus dem nach Jorpes* bereiteten Np. enthalten 
wird. Es wird in diesem Falle die weitgehende oder totale Unléslichkeit 
des Proteinanteils in 10°,ig. NaCl-Lésung ausgenutzt. 

Die NS. werden dann weiter analysiert. Selbstverstandlich konnen 
bei dieser Technik auch die Mononucleotide bestimmt werden. Leider ist 
die Abtrennung der NS. durch diese Methode nicht immer so leicht. Sowohl 
Gewebe-Np., wie unsere synthetischen Verbindungen, verhalten sich beim 
Ausziehen durch 10°,ig. NaCl sehr verschieden. Bei einigen von ihnen 


Siehe die Literatur bei P. A. Levene, Nucleic Acids New York 1931, 
S. 302; Feulgen, 1. ce. 
2 ». Przytecki, Frajberger, Giedroyé, 1. ¢. 
3 P. A. Levene, |. c. 8. 307. 
4 Jorpes, Acta Med. Scand. 68, 1928. 
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geht das Protein leicht in Lésung, z. B. im Falle von Nucleogelatine ode1 
Nucleoalbumin; bei anderen ist die Trennung vollstandig. 

3. Durch Proteinaussalzen, z. B. durch (N H,)oSO,. Bei dieser 
Methode bleibt ein Teil der NS. im Niederschlag. 

4. Durch Hitzekoagulation bei etwa px 7 und Salzanwesenheit. 
Diese Methode wurde durch uns angewandt. Sie leistete gute Dienste. 
Die Proteine werden total ausgefallt, die Lésung ist neutral, uad die 
Hydrolyse ist somit sehr gering. Bei diesem pu, besonders bei gréBeren 
Salzkonzentrationen, ist die Bindung Nucleotide— Protein gering 
oder Null. Bei kleineren Salzkonzentrationen ist aber die Nucleo- 
proteidzersetzung nicht vollstandig. Wir haben uns bei Adsorptions- 
versuchen tiberzeugt!, daB bei kleineren Salzkonzentrationen die Aus- 
fallung von Nucleoalbumin oder Nucleoglobulin noch 20 bis 30°, der 
anwesenden Nucleinsdiure enthalt. 

5. Die durch Levene? angewandte Proteinausfallung durch Na- 
Acetat beim I. P. des Proteins bei 100°. Bei dieser Methode erfolgt 
die Koagulation bei verschiedenem px, z. B. im Falle von Nucleo- 
histonen bei pu 8,4, bei Nucleoalbumin bei px 4,7. Nur bei Salzzugabe 
erfolgt bei Anwendung dieser Technik eine totale Zersetzung des Np. 
AuBer dem einen Falle, wo zwei Proteine, die verschiedene I. P. be- 
sitzen, anwesend sind, ist es schwer, den I. P. anzugeben. 

Dieses Verfahren leistet aber sehr gute Dienste, wenn es bei py 
etwa 7 (> 6 <— 7) und bei Salzzugabe ausgefiihrt wird. 

6. Verdauung durch Trypsin. In diesem Falle ist aber das hohe 
pu und die Nucleasewirkung zu befiirchten, so daB falsche Nachweise 
von Mononucleotidanwesenheit zu befiirchten sind. 

7. Bei der Analyse der Nucleotidkomponenten kann auBer den 
angegebenen Methoden noch das Dialysierverfahren gute Dienste 
leisten, und zwar kann man bei Systemen, die NS. und Mononucleotide 
enthalten, und bei Dialyse, die bei py und bei Salzanwesenheit aus- 
gefiihrt wird (am besten bei px 7), wo das ganze System im Solzustande 
sich befindet, im Dialysat die Analyse aller anwesenden Nucleotid- 
komponenten ausfiihren. Diese Methode gab bei unseren Versuchen 
mit HNS., Adenylsaure, Serumglobulin oder Adenylsaure-Serumglobulin 
sehr gute Resultate. Wir konnten die Adenylsiure und HNS. leicht 
im Dialysat nachweisen. Zur Entscheidung. ob ein Nucleoproteid 
auBer NS. auch etwaige Mononucleotide enthalt, kann das Verhaltnis 
gesamte Purine® 


benutzt werden oder die Ultrafiltration bei py 2 bis 3 
Guanin 

1 vy. Przytecki u. Grynberg, diese Zeitschr. 258, 389, 1932. 

2 Levene, |. ce. 

3 Das Guanin kann nach Grynberg bestimmt werden, diese Zeitschr. 
253. 143, 1932. 
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durch Filter, die fiir NS. undurchlassig sind. Auberdem sind die 
klassischen Methoden zur Nucleinsiurebestimmung angewendet worden. 

Bei der Proteinanalyse kénnen die von Nucleotiden durch ver- 
schiedene Methoden abgetrennten Proteine untersucht werden. Bei 
starkem Ansiuern, wenn der Versuch bei sehr niedriger Temperatur 
ausgefiihrt wird, unterliegen die Proteine keiner starkeren Denatu- 
rierung. 

Die Extraktion der Nucleotide bei 1) °,ig. NaCl gibt meistenteils 
keine guten Werte, da mit den Proteinen noch ein Teil des Nucleotids, 
der noch die Eigenschaften des Proteins stark indern kann, gebunden 
bleibt. 

Auch bei vielen Proteinanalysen kann das _ Dialvsierverfahren 
angewandt werden. Wir arbeiteten in zweifacher Weise. 

In dem einen Falle brachten wir die Np. ohne jedes Vorverfahren 
auf pu etwa 7 und dialysierten bei Salzanwesenheit. Bei Toluolzusatz 
und dreitagigem Dialysieren gegen 5°, ig. NaCl (je 6 Stunden) erhielten 
wir purinfreie Proteine, wenn Albumine, Gelatine oder Histonmono- 
nucleotide untersucht wurden (experimenteller Teil). 

In dem zweiten Falle wurde die NS. durch Nuclease (aus Kalbs- 
darm) vor der Dialyse in ihre Komponenten zerlegt. Man muB sich aber 
iiberzeugen, ob das Np.-bildende Protein (besonders Protamine) durch 
die die Darmnuclease begleitenden peptolytischen Fermente nicht zer- 
legt wird. 

Auch die pxu-Kurven der Ausfillung und des P-Gehaltes kénnen 
bei der Proteinanalyse gute Dienste leisten!. 

Erstens kann durch Feststellung des py, von welchem an die Aus- 
fallung erfolgt, approximativ die Proteinnatur der Komponente (bei 
Nucleinen) bestimmt werden. 

Zweitens konnte man bei bestimmten Nucleoproteiden, die aus 
zwei Proteinen aufgebaut sind, die Anwesenheit dieser Stoffe nachweisen 
und durch die fraktionierte py-Ausfallung die Proteine mehr oder 
weniger abtrennen. 

Als eine weitere Proteinanalyse kann die Pepsinverdauung dienen. 
Bei Nucleinen, die aus neutralen Proteinen aufgebaut sind, wird das Eiweils 
mehr oder weniger angegriffen, bei Nucleoprotaminen oder Nucleohistonen 
ist dies nicht der Fall. 

Diese Arbeit, in welcher die heute fiir Nucleoproteide angewandten 
Untersuchungsverfahren zusammengefaBt sind, zeigt, wie grobe 
Schwierigkeiten bei der Verfolgung der Analyse dieser Kérpergruppe 


1 vy, Przytecki, Frajberger u. Giedroye, |. ©. 





PRE» Re Be 


ee 





344 St. J. von Przytecki: 


existieren. Schon bei synthetischen Stoffen stoBen wir auf grofbe Hinder- 
nisse. Die Sache wird aber noch viel komplizierter im Falle von biologi- 
schem Material, wo auBerdem noch die Verunreinigungen das Bild ver- 
dunkeln. Der weitere Erfolg in den Np.-Untersuchungen wird gréBten- 
teils von der Bearbeitung der Methode abhangen. 


Experimenteller Teil. 
1. Einfluf der Salze auf die Léslichkeit des Nucleoglobulins bei ga > 1. PP. 


50 cem 2°,ig. Serumglobulinlésung in 1°,ig. NaCl wurden mit 10 cem 
0.4°,ig. Na-Hefenucleinat (Merck) bei py 8 vermischt. Ein Teil davon 
wurde mit 200 cem 0,5°, ig. NaCl, der andere mit 200 cem H,O verdiinnt 
und dann 1,0°,ig. Essigsaéure zugesetzt. Im ersten Falle blieb das Nuclein 
bei py 5,5 in Lésung, obwohl die Ultrafiltrationsanalyse zeigte, dali etwa 
10 bis 15°, der Nucleinséure mit dem Globulin gebunden ist. Im zweiten 
Falle entstand schon bei py 5,5 ein voluminéser Niederschlag. 


2. EinfluB der Proteinkomponente auf die Léslichkeit von Nuclein in Sduren 
und bet Salzanwesenheit. 


Verbindungen vom Typus Prot.-(NS.) 1 bis 5 verhalten sich bei Essig- 
siurezugabe je nach den Eigenschaften der Proteinkomponente verschieden. 
(NS.)g-Globulin ist bei py 3,5 bis 4,5 unléslich. (NS.).-Albumin oder Gelatine 
ist in diesem py-Bereich gut léslich, obwohl die Ultrafiltrationsversuche 
eine Nucleinbildung von der Formel (NS.),P bis (NS.).P nachweisen, 
z. B. bet 1°,, Ovalbumin + 0,05 bis 0.15°,, NS. 

Noch ausgepragter ist der EinfluB der Proteinkomponente bei gréBerer 
NS.-Konzentration und Salzanwesenheit. 

Bei Nucleinen, die aus Globulin aufgebaut sind, rufen die Salze, abhangig 
von der Anionenwertigkeit, eine Auflésung oder eine Ausfallung hervor. 
Die Nucleoalbumine oder Gelatine verhalten sich ganz anders. Sie werden 
bei px 4 léslich ohne Niederschlagsbildung, obwohl sie milchig opaleszent 
werden. Dies wurde bei Systemen 1°,, Ovalbumin + 1°, HNS. und 
1°, Gelatine + 1°, HNS. und NaCl bei Anséuern durch Essigsaure 


, nachgewiesen. 


Die zwei Nucleine verhalten sich aber bei starkerem Anséuern mit 
Essigsaure (z. B. bis Erhaltung einer 4- bis 5°,ig. Lésung) ganz verschieden. 
Das Nucleoovalbumin wird in diesem Falle ausgefallt, Nucleogelatine 
bleibt aber bei gegebenen Salzkonzentrationen mit milchiger Opaleszenz 
in Lésung. 


Bei 50cem 0,5°, ig. Gelatine + 0,5°,ig. HNS.-Lésung werden bei 
Zusatz von gesattigter NaCl und 50cem 10°,ig. Essigsiure folgende Tat- 
sachen beobachtet: Bei 5ccm NaCl = Triibung, bei 10 cem milchige 
Opaleszenz, bei 15 cem ebenso, bei 20cem = Triibung, bei 30 cem = Triibung 
mit Niederschlagsbildung. 


Wie bekannt. gibt auch Ovalbumin ohne NS. bei NaCl- und Essigsiure- 
zugabe einen Niederschlag. 


Das Fehlen der Ausfallung bei Salzanwesenheit erklaren wir durch die 


Reaktion P.NS. + NaCl ~ PCl + NS.Na (siehe Teil XVI). 
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3. Falsche Nucleoproteidniederschlage. 


y 


50cem 1°.ig. Serumglobulinlésung wurden bei pR 7 mit 0,1 ° ig. 
Adenosin oder Adenylsaéure ultradialysiert. Keine Bindung konnte dabei 
nachgewiesen werden. 50cem 1° ig. Serumglobulinsuspension (durch 
Erhitzen koaguliert) wurden bei py 7 mit denselben Mengen von Nucleosid 
oder Nucleotid geschiittelt. Die Analyse zeigte, dab 14°,, des Nucleosids 
oder 11°, des Nucleotids in Bindung trat. 


4. Mischausfdllungen. 


Wenn zwei Proteine, die keine Affinitaéten zueinander besitzen, ver- 
mischt werden (z. B. 1°, Ovalbumin ~ 1°, Serumglobulin) bei py 8 
und dann die NS. zugesetzt und das System mit Essigséure vorsichtig 
angesiuert wird, entsteht bei py 5,7 ein Niederschlag. Beim weiteren 
Ansauern vergr6Bert sich die Ausfallungsmenge. Besonders groBbe Gewichts- 
steigerung erfolgt bei py 4,7 bis 4.8. Die Dialyseanalyse zeigte, dal der 
bei pu 5,7 erhaltene Niederschlag fast ausschlieBlich aus Nucleoglobulin, 
der bei py 4.7 aus Nucleoglobulin und Nucleoovalbumin besteht. 

Bei pu 4.7 haben wir also zwei unabhangige Nucleine, die als eine 
Mischung und nicht als Nucleoproteid usw. aufgefabt werden koénnen. 
Bei py > 4.7 wird ein Teil vom Ovalbumin wahrscheinlich mitgerissen sein. 


5. Anderungen bei wiederholtem Auflésen und Ausjdllen, 


1°, Ovalbumin oder Serumglobulin — 0.5°, HNS. wurden = durch 
Essigséure ausgefallt und bis py 3 angeséuert. Der Niederschlag wurde 
mit Essigséure (py 3) und angesiuertem Alkohol ausgewaschen. Ein Teil 
davon wurde analysiert, der Rest in Lauge gelést und wieder bei py 3 aus- 
getallt. Dies wurde dreimal wiederholt. Im ersten Falle wurden fiir Nucleo- 
albumin 1,.9°,, P und fiir Nucleoglobulin 2.3°,, gefunden. Nach dem drei- 
maligen Autflésen enthielt die erste Substanz 1,83 °,, und die zweite 2.24", P. 

Ganz anders verhalten sich die Mononucleoproteide, die durch vier- 
maliges Lésen und Ausfallen fast total zerlegt werden. Der Niederschlag 
aus dem System 1° Serumglobulin + 0,3 ° Adenylsaiure — enthalt 
0.57°,, P. Nach viermaligem Auflésen enthalt er nur 0,21 bis 0,.24°., P. 
Da das Ausgangsglobulin etwa 0,17°,, P besitzt. so bleiben fiir das Mono 
nucleotid etwa 0.04 bis 0,07°, P. 





6. Identifizierung der Nucleoproteidbestandteile. 


Durch wiederholtes Lésen und = <Ausfallen. ley Serumglobulin 
(pH 8) + 0,3 Adenosin — 0.1 HNS. wurden durch Essigsaure auf py 4 
gebracht. Es entstand eine Ausfallung, die in zwei Teile geteilt wurde. 


Der eine wurde sofort filtriert, mit kleiner Essigsiuremenge gewaschen 
und aut Phosphor und Purine analysiert.  Gleichzeitig wurde der P des 
Globulins bestimmt. Das EiweiB enthielt 0,17°, P. Der P-Gehalt im 
Niederschlag betrug 0,41°,. Der Puringehalt war um 15 mg gréber als der 
nach der Nucleinséiuremenge berechnete. 

Das System wurde viermal in Lauge gelést und mit Essigséure getallt, 
Der P-Gehalt blieb fast derselbe, 0.40°,,.. Die Purinmenge aber war geringe! 
und fast theoretisch gleich derjenigen der anwesenden Purine der Nuclein- 


siiure. 
Auch die Analyse zeigte. daB im ersten Niederschlag Nucleoside an 
wesend sind, die nach dem Auswaschen ganz verschwinden. 
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(ranz ahniliche Versuche wie die vorherigen wurden mit 1L°,, Serum 
ylobulin — 0,1°,, HNS. + 0,2°,, Adenylséure ausgefiihrt. 

Im Ausgangsniederschlag war der P- und Puringehalt gréBer, al 
der zugesetzten HNS. entsprechen konnte. Die zugesetzte NS. enthielt 
10 mg P, der Niederschlag hingegen, nach Abzug des  Globulin-P. 
13,7 bis 15,1 mg. 

Hingegen wird sowohl durch Auswaschen als auch durch Lésen in 
Lauge und <Ausfallung das Mononucleotid entfernt. Die Ausheute an 
Nucleotid-P betrug dann 9,3 bis 9,7 mg. 


7. Analyse von Drei-Komponentensystemen durch verschiedenc 
pu-Ausfdllungsgrenzen. 
1°, Edestinlésung (bei py 9 durch NaOH gelést) + 1°, HNS. gibt 
eine Ausfallung bis py 7.4 bis 7,8, im Mittel 7.5. Das Hefenuclein von 
Merck (1°. ig. Lésung) gibt eine bis 4.8. 1°,, Edestin — 1°,, Hefenuclein 
fallt aber noch bet py 8.2 bis 8,6, im Mittel bei 8.5, aus. 


8S. Dialysen. 


Der Niederschlag der ersten Ausfallung von (Globulin-HNS.-Adenosin 
wurde gegen 1°, NaCl bei px 7 dialysiert. Im WDialysat wurden die 
Nucleotide durch Uranylacetat ausgefallt. Im Filtrat konnten wir die An- 
wesenheit der Purine nachweisen. Wenn aber der Niederschlag dreima! 
gelést und gefallt war und dann einer Dialyse unterworfen wurde, so befanden 
sich im Filtrat des Uranylacetats keine Purine mehr. 


9. Abtrennung von NS. aus NS.-Ovalbumin bei py 4,5 durch Dialyse. 


Das aus Vermischen von 1°,, Ovalbumin + 0,4°, NS. erhaltene 
Nuclein wurde einer Dialyse gegen Wasser (das durch Essigséure auf py 4,5 
gebracht war) oder gegen 2°,, NaCl unterworfen. Der Inhalt des Dialysier- 
schlauches war auf P und Purine analysiert. Im Ausgangsnuclein fanden 
wir 0,39°, Pound 17, mg Purin. Im _ Dialysierschlauch, wo gegen sehr 
verdiinnte Essigsaéure dialysiert wurde, fanden wir fast dieselbe P- und 
Purinmenge. 

Ganz andere Resultate erhielten wir, wenn wir nicht gegen Essig- 
siure, sondern gegen eine I- bis 2°,ige NaCl-Lésung bei py 4.5 dialy- 
sierten. 

Die Lésung enthielt nur ein Protein, welches fast keinen P (< 0,1°,) 
und keine Purine enthielt. 


10. Abtrennung der NS. aus dem Hefenuclein'. 


Das Hefenuclein von .Werck wurde in verschiedenen Salzlésungen und 
bei verschiedenem py gelést. Die erhaltenen Resultate sind in der Tabelle | 
zusammengestellt. Sie zeigen, daB bei NaCl-Anwendung bei diesem Nuclein 
keine vollstandige Abtrennung der NS. erreichbar ist. 


' Siehe auch H. Steudel, Zeitschr. f. physiol. Chem. Diese Versuche 
wurden zusammen mit Frl. Dr. 8. Frajberger ausgetiihrt. 
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Tabelle TL. 
Na Cl- Aus lg Nuclein P in dem 
Konzentration gebliebener getrockneten P in Losung x 
der Lésung Rickstand Losungsriickstand Nit 
O'9 g mg 
1 0,18 8,7 29,00 2,1 
2 0.18 29.01 1.8 
4 0.19 27.67 2.0 
6 0.25 25,75 1,9 
8 0.26 24,52 1.9 
10 0,24 22.48 2,0 
Ausgangsnuclein 1,0 51.7 


Dreimal 3 ¢ Nuclein aus Hefe wurden in « 
1% NaCl 
Nach 


n 100 NaOH 
Schiitteln 


aufbewahrt. 


einen Kolbens analysiert. 


lrei Kolben in 700 cem 
wahrend 24 Stunden unter wiederholtem 
dieser Zeit Riickstand des 
In dem zweiten Kolben wurde die Analyse 


wurde der 


nach zweimaligem, in dem dritten nach dreimaligem Auflésen ausgefiihrt. 











Gewicht P N N:P 

£ ‘ mg 
Erste Analyse . 0.3785 2.8 50.97 18,2 
Zweite ‘ 7.2538 0,73 21,64 29.6 
Dritte ie 01710 0.58 13.99 24,1 





Ein Verfahren 
zur quantitativen Bestimmung des Eiweibgehaltes des Urins. 


Von 
G. Czoniezer. 
(Aus der I. Medizinischen Universitatsklinik in Budapest.) 
(Eingegangen am 2. Juli 1933.) 

Die zur Bestimmung des EiweiBgehaltes des Urins dienenden 
Methoden kénnen, vom praktischen Standpunkt aus betrachtet, in 
zwei Gruppen eingeteilt werden: In die eine Gruppe gehéren jene 
Methoden, bei welchen das EiweiB quantitativ gefallt und analytisch 
gewogen wird. Diese Verfahren sind quantitativ und zuverlassig, sie 
haben aber den groBen Nachteil, langwierig zu sein, viele Stunden 
Arbeit zu erfordern, und sind daher zu Serienbestimmungen nicht 
geeignet. In die andere Gruppe gehéren die approximativen Methoden, 
wie jene von Eshach oder von Stolnikow, die zwar in kurzer Zeit aus- 
fiihrbar, aber so unzuverlissig sind, daB sie sich ausschlieBlich fiir 
klinische Zwecke eignen. Das gebrauchlichste dieser Verfahren ist jenes 
von Esbach, dessen Unzuverlassigkeit schon von vielen Verfassern 
betont worden ist. So haben u.a. Christensen und Mygge gefunden. 
‘daB dieses Verfahren 30°, ige Fehler aufweist, wahrend Claudius selbst 
Fehler bis 100°, nicht fiir selten halt. Meine vergleichenden Unter- 
suchungen haben ergeben, daB zwischen den quantitativen Verfahren 
und der Methode von Eshach im allgemeinen Unterschiede von 50 bis 
60°, vorkommen, ausnahmsweise aber auch Unterschiede bis 120°,. 
DaB diese Methode trotz dieser groBen Fehler nicht aus der klinischen 
Praxis verdrangt werden konnte, ist dadurch erklarlich, daB die quanti- 
tative Bestimmung des EiweiBes in der klinischen Praxis nicht von 
eminenter Bedeutung ist: nach unserer heutigen Auffassung geniigt es. 
zu wissen, ob der Kranke an minimaler, mittelmaBiger oder hoch- 
gradiger Albuminurie leidet. 

Sobald wir aber die Bestimmung des EiweiBes im Urin zu wissen- 
schaftlichen bzw. Versuchszwecken benétigen, kommen ausschlieBlich 
die quantitativen Verfahren in Frage, deren groBber Fehler die schon 
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rwahnte Langwierigkeit ist. Eben deshalb konnten)= zu Versuchs- 


wecken dienende Serienuntersuchungen besonders wenn zwei bis 
lrei Parallelbestimmungen erforderlich waren nur mit groBem Zeit- 
verlust ausgefiihrt werden. Diese Schwierigkeiten trachtet das im 


olgenden geschilderte Verfahren zu beheben, das neben entsprechender 
(renauigkeit in wesentlich kirzerer Zeit durchfiihrbar ist als das Ver- 
fahren Scherers, das derzeit fiir wissenschaftliche Zwecke allgemein 
angewandt wird. 

Das Verfahren beruht nicht auf neuen Prinzipien, es verbindet aber 
gebrauchliche Elemente derart. da es rasch durchfiihrbar ist, ohne dab 
dadurch die Genauigkeit leiden wirde. Die Ausfiihrung ist die folgende: 


In eine etwa 30 ccm fassende ZentrifugierrOhre werden 5 ccm des zu 
untersuchenden Urins abgemessen und LO Tropten einer 1° igen Essigsaure- 
losung und 10 Tropfen einer gesattigten Kochsalzlosung zugesetzt. Das 
Zentrifugierrohr wird nun 10 Minuten lang im siedenden Wasserbad erhitzt. 
woraut das KiweiB des Urins quantitativ ausfallt und sich in groben Flocken 
zusammenballt. Das Zentrifugierrohr wird jetzt mit destilliertem Wasser 
aufgefiillt. der Inhalt aufgeschiittelt und 10 Minuten lang bei ungefahr 
4000 Umdrehungen pro Minute abzentrifugiert,. Der Eiweibniederschlag 
sammelt sich in Form einer dichten Schicht am Boden des Rohres: die 
iiberstehende Fliissigkeit ist wasserklar und eiweibtfrei (die Sulfosalicy! 
sdureprobe ist negativ). Die wasserklare Fliissigkeit. die die gelosten Be 
standteile des Urins enthalt. wird abgesaugt. und zwar derart. dali oberhalb 
des Niederschlags nur eine Schicht von | bis 2mm tbrigbleibt. dann wird 
das Zentrifugierrohr wieder mit destilliertem Wasser gefiillt. der Niedet 
schlag aufgeschiittelt und wieder wie vorher abzentrifugiert. Das Waschen 
(Zentrifugieren) wird insgesamt sechsmal wiederholt: nach dem = sechsten 
Zentritugieren enthalt das abgesaugte Waschwasser kein Kochsalz und 
keine stickstoffhaltigen Substanzen mehr. d.h. der Eiweibniederschlag ist 
vollstandig von den gelésten Bestandteilen des Urins betreit. Der derart 
gewaschene EiweiBniederschlag wird mit destilliertem Wasser in einen 
Mikro-A jeldahl-Kolben gespiilt und mit Schwefelsdiure verascht. Die durch 
das Kjeldahlisieren ermittelte Menge des N, mit 6.3 multipliziert. ergibt 
die Menge des in 5cem Urin enthaltenen Eiweibes. 

Enthalt der Urin sehr viel (mehr als 12° 9) Eiweils, so sollen statt 
Seem Urin nur 2¢cem als Ausgangsmaterial benutzt werden: wenn det 
EKiweiBgehalt hingegen voraussichtlich medriger als 5° 99 sein wird, LO com. 

Der quantitative Erfolg des Verfahrens wird durch drei Fehler- 
moglichkeiten gefahrdet: 1. Die Fallung des Eiweibes geschieht nicht 
quantitativ (in diesem Falle wiirde die Methode ein hinter dem richtigen 
zurickbleibendes Resultat ergeben). 2. Es gelingt nicht vollkommen, 
die stickstoffhaltigen Substanzen des Urins aus dem Eiweifnieder- 
schlag auszuwaschen. (In diesem Falle wird das Resultat hoher sein 
als der richtige Wert). 3. Es gelingt nicht, den EiweiBniederschlag 
vollstandig abzuzentrifugieren: ein Teil des Niederschlags bleibt) im 


Waschwasser suspendiert und geht verloren. (Das Resultat ware niedriger 
als der richtige Wert.) 
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350 Ge. Czoniezer : 


Zul. Die Fallung des Eiweibes ist vollkommen; das wird dadure} 
bewiesen, daBs nach der Fallung in der oberhalb des Niederschlags befind 
lichen Fliissigkeit selbst mit der empfindlichsten EiweiBprobe (Sulfo 
salicvlsaure) kein Eiweifs nachgewiesen werden kann. Bei der bewihrte: 
Schererschen Methode geschieht die Fallung des EiweibBes im wesentliche: 
in derselben Weise. Zu 2. Die vollkommene Auswaschung ist dadurcl 
bewiesen, dab nach dem sechsten Zentrifugieren das Waschwasser wede 
Kochsalz, noch stickstoffhaltige Substanzen enthalt. Jesonders wichtiy 
ist die vollstandige Entfernung der stickstoffhaltigen Stoffe, weil dies« 
das Resultat der Stickstoffbestimmung nach A jeldahl verfalschen wiirden. 
Deshalb haben wir den Stickstoffgehalt der iiber dem Niederschlag be 
findlichen Waschfliissigkeit nach dem Zentrifugieren serienweise untersucht 
und konnten uns davon iiberzeugen, dab bereits das fiinfte Waschwasse1 
nur so geringe Mengen N enthalt, daB sie im Endresultat héchstens einen 
Fehler von 1L°,, verursachen kénnten; das sechste Waschwasser ist stickstoft- 
frei. Im folgenden wollen wir den Stickstoffgehalt des Waschwassers einer 
Waschungsserie mitteilen: 


In S5cem des zweiten Waschwassers . . 2. 130mg N 
So . dritten os . oe = N 
Be wy . Vierten ce i» ee eee 
5... fiinften ee s <« « « OR N 
. sechsten ee . . . . kein Stickstoft 


Das Auswaschen des Niederschlags ist aber nur dann so vollkommen 
moglich, wenn der EiweiBniederschlag nicht zu reichlich ist. Eben deshalb 
diirfen wir als Ausgangsmaterial nur eine Urinmenge benutzen, deren 
Eiweibgehalt voraussichtlich nicht tiber 60 mg ist. (So ist es z. B. ratsam, 
weniger als 5cem Urin als Ausgangsmaterial zu benutzen, wenn der voraus- 
sichtliche EiweiBgehalt des Urins mehr als 12° 99 ist.) Ebensowenig emp- 
fehlenswert ist es. zu wenig Ausgangsmaterial zu benutzen, da dies auf 
Kosten der Genauigkeit ginge: ganz zuverlassig ist das Resultat. wenn der 
EiweiBgehalt des Ausgangsmaterials zwischen 20 und 60mg liegt. (Uber 
den ungefahren EiweiBgehalt des Urins k6nnen wir uns mit Hilfe des Esbach - 
schen Reagens bzw. Sulfosalicylsaure orientieren.) 

Zu 3. Die Zentrifugierung des Eiweibiniederschlags ist) vollkommen: 
im Waschwasser bleiben keine EiweibBteilchen suspendiert. Dies ist schon 
deshalb wahrscheinlich, da das Waschwasser klar ist, und wird noch dadurch 
bestatigt. daB im sechsten, siebenten usw. Waschwasser kein Stickstoff 
mehr gefunden werden kann. 

Um die VerlaBlichkeit des Verfahrens zu kontrollieren, haben wir 
zu eiweiBfreiem Urin eine bekannte Menge EiweiBblésung zugegeben 
(Serumalbumin aus Blut, Werck). Wir haben also einen Urin mit be- 
kanntem Eiweibgehalt hergestellt und dessen EiweiBgehalt mit dem 
oben beschriebenen Verfahren bestimmt. Das Resultat stimmte in 
jedem Falle mit dem = berechneten Wert iiberein: der Unterschied 
iiberschritt 1,3°, nicht. 


Berechneter Wert: 865°, 7.40° 11.80° 
Gefundener Wert: 855°, 7.50%, 11,82°, 
Fehler: Re 130°, 0.2% 
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Quantitative Bestimmung des Eiweilgehaltes des Urins. 351 

Diese _Kontrolluntersuchungen beweisen einerseits, dab es gelungen 
st. das dem Urin zugegebene EiweiB quantitativ zuruckzugewinnen, 
indererseits, daB es uns méglich war, die stickstoffhaltigen Stoffe des 
Urins quantitativ aus dem Niederschlag zu entfernen. 

Das hier beschriebene Verfahren ist einigermaBen der einen Modifi- 
kation der Schererschen Methode ahnlich, deren Wesen darin besteht, 
daB das durch Kochen gefallte Eiweif mit Alkohol gewaschen und 
dann mit dem Filterpapier zusammen verascht und kjeldahlisiert wird, 
Der Vorteil meines Verfahrens dieser Modifikation gegentiber ist, daly 
hier das langwierige Waschen durch das viel kiirzere Zentrifugieren 
ersetzt. wird und da der Niederschlag nicht mit dem Filterpapier 
zusammen, sondern allein verascht wird: es wird somit viel Zeit und 


viel Alkohol, Schwefelsaiure und Lauge erspart. 








Uber Hemmungsfaktoren und den Mechanismus der Wirkung 
zegengeschlechtlicher Sexualhormone auf die Entwicklung der 
Keimdriisen. 


Von 
W. Schoeller und M. Gehrke. 


(Aus der biologischen Abteilung des Hauptlaboratoriums der Schering 
Kahlbaum A.-G.. Berlin.) 


(KRingeqangen am 5. Juli 1935.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Steinach', Laqueur® und andere Forscher haben die Einwirkung 
des gegengeschlechtlichen Keimdriisenhormons auf die Keimdriisen 
ihrer Versuchstiere, z. B. die Wirkung des weiblichen Hormons auf das 
mannliche Genitale, als .,antimaskuline Wirkung™ gedeutet.§ Dabei 
ist es ohne Belang, ob man die Hormonzufuhr durch Implantation der 
Keimdriisen des anderen Geschlechts bewirkt, oder Extrakte aus Driisen 
oder aus Harn benutzt. An infantilen mannlichen Nagern hat im 
besonderen Laqueur gezeigt, daB die Entwicklung ihrer Hoden erheblich 
gehemmt wurde, und ebenso die der sekundaren mannlichen Geschlechts- 
organe, Samenblase, Prostata und Penis. wenn man ihnen weibliches 
Hormon injizierte, welches aus dem Harn schwangerer Tiere oder 
Frauen gewonnen war. Da indessen die verwendeten Hormonpraparate 
noch ziemlich unrein waren, haben wir die Versuche mit kristallisiertem 
Follikelhormon wiederholt und kamen zu dem gleichen Ergebnis. 

LaBt man auf infantile mannliche Tiere kristallisiertes Follikel- 
hormon einwirken, z. B. in 12 Tagen taglich je 500 M-Einh. Progynon. 
so beobachtet man eine Hemmung der Hodenentwicklung, wahrend 
diese bei erwachsenen Tieren ausbleibt. Samenblase, Prostata und 
Penis zeigen infantiles Aussehen. 


! Steinach, Biologia Generalis 2. S15. 
2 Laqueur, Deutsch. med. Wochenschr. 1926, S. 124s. 
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Hemmungstaktoren usw. gegengeschlechtlicher Sexualhormone. Bos 


Wir haben uns die Frage vorgelegt. ob hier in der Tat eine anti 
naskuline Wirkung vorliegt, oder ob die beobachteten Erscheinungen 
‘iicht auf andere Weise erklart werden mussen. 


Wir haben daher bereits im Friibjahr 1930 intantile mannliche Rattern 
m Gewicht von etwa 55 g mit taglich 5 Hahneneinh. Keimadrtisenhormon aus 
Mannerharn, gelOst in Sesamol in taglich zwei Injektionen 12 Tage lang 
behandelt und daraut getotet. Wir fanden bei der Besichtigung des Crenital 
apparates Samenblasen, Penis und Prostata gegentiber den WKontrollen 
erheblich vergréBert, die Hoden jedoch in der Entwicklung zurtickgebliebern 
Dieser Befund ist aus der nachstehenden Abbildung ersichtlich. 





Ratte 156, Kontrolle. Ratte 158, behandelt 
Abb. 1. 


Die Entwicklungshemmung der Hoden kommt auch in den Mikro- 


photogrammen zum Ausdruck (Abb. 2). 





Abb. 2. Kontrolle. 








354 W. Schoeller u. M. Gehrke: 


Wahrend die Hoden der Kontrollen bereits véllige Reife un 
reichliche Bildung von Spermatozoen aufweisen, sind die der behandelte: 
Tiere noch durchaus unreif: in ihnen ist die Bildung der Spermatozyte: 
noch nicht oder nur sehr sparlich zu beobachten. 





Abb. 2. Behandelt. 


Von der Richtigkeit dieser Beobachtungen konnten wir uns durch 
Wiederholung der Versuche itiberzeugen. Bemerkenswerterweise konnten 


wir bei erwachsenen mannlichen Ratten, welche zum Teil in gleicher 


Weise, zum Teil mit noch héheren Dosen behandelt wurden, eine 
hemmende Wirkung nicht beobachten. 

Wir sehen aus diesen Versuchen, welche inzwischen auch von 
Moore! mit Praiparaten aus Hoden durchgefiihrt wurden, daB sich 
mit mannlichem Keimdriisenhormon, welches sicherlich, wenn iber- 
haupt, nur einen Bruchteil derjenigen Menge an weiblichem Hormon 
enthalten hat, die Laqueur fiir seine Versuche bendétigte, der gleiche 
Effekt in bezug auf die Hoden erzeugen laBt, daB aber naturgemab 
die spezifische Wirkung des mannlichen Hormons in dem gesteigerten 
Wachstum der sekundaéren miannlichen Geschlechtsmerkmale zum 
Ausdruck kommt. 

Wir glauben daher nicht, daB es berechtigt war, die Wirkung des 
weiblichen Hormons auf die mannliche Keimdriise als antagonistische 


1 Moore u. Price, Amer. J. Anat. 50, 1, 1932. 
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Hemmungystaktoren usw. gegengeschlechtlicher Sexualhormone. Boo 


ufzufassen, da wir sie ja mit mannlichem Keimdrisenhormon in gleicher 
Veise erzielen kénnen. Wir méchten zu der Erklarung dieser Tatsache 
ielmehr die Anschauung heranziehen, welche unsere Mitarbeiter 
HMohlweg und Junkmann! tiber das Sexualzentrum und seine Aufgabe 
atwickelt haben. 

Danach regelt nicht, wie Moore noch geglaubt hat, der Hypo- 
physenvorderlappen je nach dem = Stand des Keimdrisenhormon- 
spiegels durch Einsparung oder Ausschittung des gonadotropen Hypo- 
physenvorderlappenhormons die Tatigkeit der Keimdriise, sondern 
diese Funktion des Hypophysenvorderlappens ist ihrerseits wieder 
abhangig von der Tatigkeit eines nervésen Zentrums im Mittelhirn, 
fur welches Hohlweg und Junkmann den Namen Sexualzentrum = vor- 
schlagen. Dieses sendet fordernde oder hemmende Impulse auf Nerven- 
bahnen zum Hypophysenvorderlappen je nach dem = Absinken oder 
Ansteigen des Keimdriisenhormonspiegels im Blute, so dab sich dieses 
ganze Zusammenspiel im Sinne des folgenden Schemas wiedergeben abt : 

© Sexualzentrum 
eal _ Nervenbahn 
Keimdriisenhormon © Hypophysenvorderlappen 
Gonadotropes Hormon 
© Keimdriise 

Wenn also bei einem Ansteigen des Keimdriisenhormonspiegels 
infolge Zufuhr von auBen die fordernden Impulse des Sexualzentrums 
auf den Hypophysenvorderlappen aussetzen, so unterbleibt die Zufuhr 
des gonadotropen Hypophysenvorderlappenhormons zur Keimdriise, 
und damit wird ihre Entwicklung und Tatigkeit gehemmt. 

Ferner geht aus Versuchen von Hohklieg und Dohrn? hervor. dali das 
Sexualzentrum des infantilen Nagers besonders emptindlich sein mut, 
denn sehr kleine Mengen des Keimadriisenhormons vermogen nach WKastration 
der intantilen Versuchstiere die Ausbildung einer Kastrationshypophyse 
zu verhindern. So ist es nicht verwunderlich, daB in unseren Versuchen 
schon verhaltnismabBig kleine Mengen des eigenen WKeimdriisenhormons 
das Sexualzentrum zu hemmen vermogen, und damit dureh Unterbindung 
der Zutuhr des gonadotropen Hypophysenvorderlappenhormons die Ent 
wicklung der WKeimdriise behindern. 

Wenn so die Theorie des Sexualzentrums geeignet ist. sowohl 
die sogenannte antagonistische Wirkung des gegengeschlechtlichen 
Hormons als auch die des gleichgeschlechtlichen auf die Keimdriisen 
zu erklaren, so besteht aber noch die Méglichkeit, daB die beobachteten 
Wirkungen auf einem anderen Wege zustande kommen. — Es bleibt 
namlich zu priifen, ob es Begleitstoffe gibt, welche trotz einer gewissen 
chemischen Verwandtschaft mit den) WKeimdriisenhormonen auf die 


' Hohlweq u. Junkmann, Wlin. Wochenschr. 2, 321, 1932. 
2 Hohlweq ue. Dohrn, ebenda 19382. 8. 233. 
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sekundaren Geschlechtsmerkmale nicht mehr zu wirken vermége 
wohl aber auf das Sexualzentrum. Solchen Stoffen miiBte man di 
Bezeichnung ,,Hemmungsstoffe zuerkennen, und schon Steinach ha 


aus theoretischen  Griinden die Méglichkeit  ihres Vorhandenseins 


diskutiert. Der eine von uns (Gehrke') hat bereits anlaBlich eines Vor 


trages auf der Hauptversammlung des Vereins deutscher Chemiker iy) 


Wien 1931 auf unsere diesbeziiglichen Forschungen hingewiesen. Neue1 
dings tritt auch C. Funk? fiir die Annahme solcher Hemmungsstoffi 
ein. Es ist daher sehr zu begriiBen, daB A. Butenandt® es unternommer 
hat, die zur Darstellung des mannlichen Keimdriisenhormons dienenden 
tohextrakte auf Vorhandensein solcher Stoffe zu durchforschen und 
ihre chemische Natur aufzuklaren. Wir selbst behalten uns vor, ihren 
Wirkungsmechanismus zu untersuchen, sei es, daB es sich um. ein: 
direkte Wirkung auf das Sexualzentrum im Sinne der Keimdriisen 
hormone handelt, oder um eine indirekte durch Steigerung seine 
Empfindlichkeit. 


' Zeitschr. tf. angew. Chem. 1931, S. 471. 
* Funk u. Zefirow, Science 75, 564, 1932. 
3 Vers. d. Vereins d. Naturforscher u. Arzte, Wiesbaden 1932. 
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Cline! 


Mikromethode in Frage kommen konnte. Eine Durchsicht der Literatur 
ergab nun, daB die fiir diese Zwecke sehr geeignet erscheinende Methode 
von Hagedorn-Jensen in dem gewiinschten Bereich bisher nur fiir 
Glucose genau durchgepriift worden ist, und zwar von den Autoren 
selbst. Da die Untersuchung verschiedener Zucker erwartungsgemab 
ergab, daB sie sich in bezug auf Reduktionsfaihigkeit auch bei dieser 
Methode verschieden verhalten, schien es uns zweckmabig, unsere 


Methode ist ja vielfaltig und es erscheint uns richtiger, bei der Be- 
stimmung der Zucker deren verschiedene Reduktionskraft zu beriick- 
sichtigen und nicht etwa, wie es vielfach bei biologischen Untersuchungen 
bisher iiblich war, irgendeinen Zucker, ,,ausgedriickt als Glucose’ zu 
bestimmen. 


Finch Untersuchungen iiber das Verhalten anderer Kohlenhydrate an- 
gestellt. Lhre Angaben beschranken sich aber auf die Verhaltniszahlen der 
Reduktionskraft, die sich fiir die verschiedenen Zucker im Vergleich zu 
Glucose ergeben. Nach unseren Untersuchungen zeigen aber die Reduktions- 
kurven der einzelnen Zuckerarten einen vielfach recht verschiedenen Verlauf, 
so daB es fiir analytische Zwecke nicht geniigt, mit Hilfe eines einfachen 
Faktors die Werte zu berechnen. 





ber die Anwendung der Methode von Hagedorn und Jensen 
auf die Bestimmung anderer Zuckerarten’. 


Von 
W. Weise und Th. v. Brand. 


(Aus dem Institut fiir Schiffs- und Tropenkrankheiten in Hamburg.) 


(Eingegangen am 3, Juli 1933.) 


AnlaBlich einer Untersuchung tiber den Stoffwechsel der Trypano- 


somen sollte unter anderem der Frage nachgegangen werden, ob diese 
Organismen in der Lage sind, verschiedene Zuckerarten zu verwerten. 
Die zu bestimmenden Zuckermengen waren recht klein, so da nur eine 


Xesultate hier mitzuteilen. Denn die Anwendungsmdglichkeit der 


Fiir die Originalmethode von Hagedorn-Jensen haben nur Pucher und 





1 Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der deutschen Wissen- 


schaft. 
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3538 W. Weise u. Th. v. Brand: 


Fiir etwas gréBere Zuckermengen hat Hanes eine Moditikation « 
Hagedorn-J ensen-Methode ver6tfentlicht. Der Autor hat seine Unte) 
suchungen auch auf Maltose ausgedehnt und findet fiir diesen Zucker ei: 
lineare Beziehung zwischen dem Reduktionswert und der Menge des Zucker 
Nach dem Verfahren von Hanes haben auch Sobotka und Reiner Tabelles 
fiir eine groBe Reihe von Zuckerarten aufgestellt. 

Die Methode von Hanes leistet sicher in vielen Fallen ausgezeichnet: 
Dienste. Hiaufig ist es aber doch erwiinscht, den Bereich der urspriing 
lichen Hagedorn-Jensen-Methode (0,01 bis 0,35 mg) einzuhalten. Deshal!) 
schien es uns niitzlich, die Ergebnisse unserer Versuche in Tabellenform 
wiederzugeben. 


Die fiir die Untersuchung benutzten Zuckerarten. 


l-Arabinose. Kautliche Arabinose (Kah/baum) wurde in wenig heiBen 

Wasser gelést, so viel absoluter Alkohol zugefiigt, da dessen Konzentration 

90 bis 92°, betrug, filtriert und im Eisschrank auskristallisieren gelassen. 

Nach dreimaligem Umkristallisieren ergab sich der Schmelzpunkt (korr.) 160° 
und die spezifische Drehung 

90 20,66" . 100 cem 

(«lp 2dm.10¢ 

I-Nylose, Der kautliche Zucker (Kak/baum) wurde mit wenig Wasse1 

geschmolzen, das doppelte Volumen absoluten Alkohols zugefiigt, filtriert 

und im Eisschrank kristallisieren gelassen. Die spezifische Drehung wat 


3,80° . 25 ce 
[a}33 3 >cem 


(2dm.25¢ 
d-Galaktose. Reine kaufliche Galaktose (Werck) wurde aus Wasser 
umkristallisiert. Nach dem Trocknen im Vakuum iiber P,O,; war der 
Schmelzpunkt (korr.) 166,5°, die spezifische Drehung 
. 2,90° . 100 ce 
[a]}30% 12,9 100 ccm = 81,0°. 
D 2dm.8¢ 


103,3". 


19,0°. 


d-Mannose. Kaufliche Mannose (Kahlbaum) wurde in wenig heiBem 
Wasser gelést und nach Zusatz von reichlich Alkohol kristallisieren gelassen. 
Die spezifische Drehung war 


20 2,85° . 25 cem 
[a D 


= 14,25°. 
2dm.2,5g 
d-Fructose, Lavulose puriss. (Merck) wurde aus Alkohol umkristallisiert. 
Die spezifische Drehung war 
11,07° . 100 cem 
2dm.6,006 ¢ 
Maltose. Kaufliche Maltose (Kahlbaum) wurde in wenig Wasser gelést 
und nach Versetzen mit reichlich heiBem Alkohol kristallisieren gelassen. 
Nach mehrfachem Umbkristallisieren ergab sich 
9,61° . 100 cem 
[«}5} ag 
u 2dm .3,695 ¢ 


[a}z0 — 92,24°. 


130,1°. 


Dieser Wert gilt fiir das Hydrat. Fiir wasserfreie Maltose berechnet sich 
daraus [x]}} = 137,0°. 
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Anwendung der Methode von Hagedorn und Jensen usw. 300 


Lactose, Kauflicher Milehzucker (D. A. B.6) wurde zweimal aus 
Wasser umkristallisiert. Die spezifische Drehung (fir Lactosehydrat) war 
4,  10,47°. 50 cem 
Lelp 2dm.5g “ 
Diskussion der Ergebnisse. 

Die Resultate unserer Untersuchungen haben wir in einer Reduk- 
tionstabelle zusammengestellt. Fir jeden einzelnen Zucker wurden 
zunaichst auf Grund der Versuchsergebnisse Reduktionskurven auf 
Millimeterpapier konstruiert. Erst dann, wenn durch zahlreiche Einzel- 
bestimmungen der Verlauf der Kurve véllig sichergestellt war, wurde 
zur Aufstellung der Tabelle geschritten. Auf die Verdffentlichung 
des auBerordentlich umfangreichen experimentellen Materials im 
einzelnen glaubten wir mit Riicksicht auf den verfiigbaren Raum ver- 
zichten zu miissen. 

Reduktionstabelle. 





ba Arabinose Xvlose eet Galaktose Fructose Maltose Lactose 

cem mg-9'¢ nig-"? » mg-° 5 mg-° 6 mg-‘ mg- mg- 

0,1 20 19 17 22 17 23 25 
0,2 41 38 34 44 34 47 D1 
03 61 57 52 67 51 70 76 
0.4 $1 76 70 8Y 68 93 102 
0,5 101 95 SS 111 85 116 127 
0.6 122 113 106 134 103 140 152 
0.7 142 32 124 157 121 164 177 
0.8 162 151 141 179 139 187 203 
0,9 182 170 159 203 157 210 228 
1,0 293 189 177 226 175 233 253 
1,1 223 208 195 259) 193 257 279 
1,2 244 227 213 273 211 28h) 304 
13 264 246 232 297 229 303 339 
1.4 284 265 251 321 247 325 356 
15 304 285 270 346 265 348 381 
1.6 325 304 290 373 283 371 407 
1,7 345 $25 310 398 301 393 433 
1.8 366 349 331 422 318 416 459 
1,9 386 378 355 447 336 439 485 
2.0 - — . 


Ebenfalls im Interesse der Raumersparnis sind wir bei Aufstellung 
der Tabelle von der Anordnung von Hagedorn und Jensen abgewichen. 
Um die notwendige Interpolation zu erleichtern, haben wir eine Inter- 
polationstabelle beigefiigt. Ein wichtiger Unterschied gegeniiber Hagedorn- 


Jensen besteht darin, daB unsere Tabelle von der tatsdchlich verbrauchten 
Menge des n/200 Thiosulfats ausgeht. Es sind also nicht die direkt 
erhaltenen Titrationswerte zu benutzen, sondern ihre Differenz gegen 
2,00 cem. Ein Beispiel wird die Art der Berechnung am besten erklaren 
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Interpolationstabelle. 





Thiceulfat = Differeas in mg-° ' 

eem 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 

0,01 Ly 1,8 1,9 2.0 2,1 y Be} 23 2,4 25 26 
0,02 34 3,6 3,8 4.0 4,2 4,4 4.6 4.8 5.0 52 
0,03 5,1 54 5,7 6,0 6,3 6,6 6,9 7,2 7,5 7,8 
0,04 6,5 7,2 7.6 8.0 5,4 8,8 9,2 9.6 10,0 104 
0,05 &5 9,0 9.5 10,0 10,5 11,0 11,5 12,0 '|125 1380 
0,06 10,2. 1038 11.4 12,0 12,6 13,2 13,5 144 15,0 156 
0,07 11,9 126 13.3 14,0 14,7 15,4 16,1 16,8 17,5 18.2 
0,08 13,6 144 15,2 16,0 16,8 17,6 18,4 19.2 20,0 20.8 
0,09 15,3 16,2 17,1 18.0 189 198 20.7 216 (22.5 234 


Beispiel. Von einer Fructoselésung wurde mit je 0,1 ccm eine Doppel 
bestimmung ausgefiihrt. Als Mittelwerte der Titration ergaben sich fiir die 
Zuckerlésung 1,18 cem, fiir die Blindversuche 1,85 ¢em. Der Titer der 
n/200 Thiosulfatlésung war 1,04. Die korrigierten Werte sind also 1,22 
bzw. 1,.92cem. Die Menge des tatsaéchlich reduzierten n 200 Ferricyanids 
ergibt sich durch Subtraktion von 2,00. Die entsprechenden Differenzen 
sind 0,78 bzw. 0,08 cem. 

Aus der Tabelle ergibt sich fiir 0,78 cem n 200 Thiosulfat der Wert 
121 + 14 (in der Interpolationstabelle ergibt sich fiir die Differenz 18 mg-° 
der Wert 14,4 mg-°,, bei 0,08 cem Thiosulfat ) 135 mg-°,,.. Entsprechend 
erhalt man fiir den Blindwert 14 mg-°, (abgerundet aus 13.6 mg-°,,). Der 
wahre Gehalt an Fructose ergibt sich also zu 135 14 121 mg-°,. 


Die Reduktionswerte fiir Glucose und Mannose erwiesen sich als 
identisch; die entsprechende Kolonne ist also eine Abkiirzung der 
(umgekehrten) Originaltabelle von Hagedorn und Jensen. 

Die Angaben fiir Maltose und Lactose beziehen sich auf die wasser- 
freien Zucker. Durch Multiplikation mit 1,052 erhalt man die ent- 
sprechenden Werte fiir die Hydrate. 


Zusammenfassung, 


Die Methode von Hagedorn und Jensen wird auf andere reduzierende 
Mono- und Disaccharide ausgedehnt. 
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Uber eine Methode zur quantitativen Bestimmung der Gelatine. 


Von 
Gi. Farkas. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 4. Juli 1933.) 


Es ist seit langem bekannt, da} im rohen Muskel nach Beseitigung 
der sehnigen und aponeurotischen Teilen Kollagen zuriickbleibt, welches 
durch Braten bzw. Kochen des Fleisches sich in Gelatine verwandeln 
kann. Bei besseren Fleischsorten ist der Gehalt der Gelatine im 
Vergleich zum EiweifB selbstredend nicht groB, doch erreicht das 
Kollagen eine betrachtliche Menge, wenn wir es mit solchen Fleich- 
sorten zu tun haben, welche reich an Sehnen oder Aponeurosen 
sind: es sind dies im allgemeinen solche, welche minderer Qualitat 
entsprechen. 

Das Kollagen befindet sich im Organismus hauptsichlich als 
Grundsubstanz in den Bindegewebefasern (Fascien, Sehnen. Binder), 
zwischen den Bindegewebezellen, ferner als organische Substanz 
in Knochen und Knorpeln. Das Kollagen ist im Bindegewebe die 
Hauptmasse des organischen Materials: nach Birger und Gies! 
betrigt es in den Sehnen neben 02°, EiweiB nicht) weniger als 
32%. 

Was den Nahrwert der Gelatine anbelangt, ist dieselbe leicht zu ver 
dauen, nach Resorption wird sie im Organismus verbrannt; thre Ver- 
brennungswarme stimmt mit der des EiweiBbes ungefahr iiberein, doch 
kann das EiweiB durch die Gelatine nicht substituiert werden; der N-Vet 
brauch kann durch Gelatine nicht vollkommen gedeckt werden, doch 
tritt bei Zufiihrung derselben eine N-Ersparnis ein. Eine Ernahraung, nur 


' Amer. J. of Physiol. 6, 219, 1901; Chem. Zentralbl. 1, 1233, 1903. 
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aus Grelatine bestehend, also ohne EiweiB, ist als unannehmbar zu be 
trachten, was auch Untersuchungen beweisen, wo Tiere, denen statt Eiwei! 
Crelatine verabreicht wurde, langsam verkiimmerten und schlieBlich ein 
gingen. Allein mit Gelatine kann kein N-Gleichgewicht aufrechterhalte: 
werden. 


Der Grund dieses Unterschiedes zwischen Gelatine und Eiweil} besteht. 
wie bekannt, darin, dai der Gelatine gewisse Aminosauregruppen fehlen 
Bei Verabreichung der fehlenden Aminosaéuren oder von entsprechend 
gewahliter Gelatine-EiweiBmischung kann ein N-Gleichgewicht  erreicht 
werden. Nach neueren Untersuchungen scheint es wahrscheinlich, dati 
die Gelatine nicht ein einheitlicher Stoff ist, da aus ihr nach den Unter 
suchungen von Kunitz und Northrop! bei gehérigem Verfahren zwei Fraktionen 
isolierbar sind, welche in den physikalischen Eigenschaften vollstandig 
verschieden sind. Die eine Fraktion lést sich im Wasser bei beliebiget 
Temperatur, die andere ist hingegen selbst bei einer Erwarmung von 80° ( 
in Wasser unléslich. Letztere quillt nur in Gegenwart von Sauren oder 
Alkalien, in welchen sie sich auch schlieBlich auflést. Dieser unlésliche 
Teil betragt héchstens 1°,, des Gesamtvolumens. 


Das Kollagen bzw. die aus demselben entstehende Gelatine kann 
im Fleisch einen betrachtlichen Quotienten des aufbrauchbaren Teiles 
bilden. Zur Wertbestimmung des Fleisches wiirde also ein solehes 
Verfahren wiinschenswert sein, durch welches im Muskel die relative 
Menge der Gelatine neben dem Eiweif leicht festgestellt werden kann. 
Die ersten diesbeziiglichen Experimente hat . Klug? ausgefiihrt, der 
zur Trennung des EiweiBes von der Gelatine eine wasserige Loésung 
von Pikrinsiure empfahl mit der Begriindung, daB die Pikrinsdiure aus 
einer kalten Lésung beide ausfillt, bei dem Erwaimen hingegen dic 
Gelatine wieder in Lésung tritt, das EiweiB aber nicht. 


Beckmann® gebrauchte zwecks Trennung des Eiweibes von der Gelatine 
Formaldehyd in Gegenwart von Peptonen. Nach Zugabe von Formaldehyd 
wurde die Lésung eingedampft, wobei die Peptone in Lésung blieben, das 
EiweiB und die Gelatine hingegen gefallt wurden. Die Menge des EiweibBes 
in einem weiteren Versuch bestimmend, berechnete er den Gehalt der 
Gelatine. 


Nach E. Schmidt fallt das Ammoniummolybdat die Gelatine quanti- 
tativ auch aus stark verdiinnter Lésung, da aber in diesem Falle auch andere 
Substanzen, teilweise auch das EiweiB, mit dem Reagens einen Niederschlag 
geben, kann dies Verfahren bei einer quantitativen Bestimmung nicht in 
Frage kommen. 


H. Wagner und NSchéler® kochten das Kollagen enthaltende Material 
5 Stunden hindurch in Wasser, wahrend welcher Zeit das Kollagen in 


1 J. gen. Physiol. 12, 379, 1929. 
* Naturwissenschaftl. Diss. 20, 3, 1890 (ungarisch). 
Chem. Zentralbl. 2. 898, 1894. 


Chem. Ztg. 34, 839, 1910. 
Landw. Vers.-Stat. 92, 171, 1918. 
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(shutin Ubergeht; nach Auffillen zum urspriinglichen Volumen und Filtrice 
ung wird die Gelatine in indirekter Weise bestimmt, indem aus einem 
bekannten Teil des Filtrats das Eiweil} gefallt und dessen N-Gehalt mit det 
K jeldahl-Methode bestimmt wird; aus einem anderen Teil des Filtrats wird 
das EiweiB und die Gelatine durch Tannin entfernt und nach neuerlicher 
Filtrierung der Amid-N bestimmt. Den vorher erhaltenen N-Wert von 
dem letzteren subtrahierend, erhalt dieser Autor den N-(rehalt det 
(relatine. 

Kénig und Scholl? haben eine Reihe gebrauchlicher gelatinefallender 
Reagenzien untersucht und fanden, dab Formaldehyd, Trichloressigsaure, 
Nessler-Reagens, Quecksilberchlorid nur bei qualitativern Verfahren, also 
allein zum Nachweis der Gegenwart der Gelatine brauchbar sind. Im all 
gemeinen verhalt sich die Gelatine gegeniiber vielen fallenden Reagenzien 
sehr ahnlich dem Ejiweils, so daB dieselben zur Trennung dieser zwei Sub 
stanzen nicht angewendet werden kénnen. Wie schon friiher erwahnt 
wurde, fallt ein anderer Teil der Reagenzien die Gelatine nicht quantitativ, 
oder, falls eine quantitative Fallung eingetreten war, lost sich der Nieder 
schlag alsbald im UberschuB des Reagens, wie es auch Kénig und Scholl 
in dem Falle von Metaphosphorséure beschrieben haben. 


Striegel* hat im Getreide die Gelatine bestimmt und gebrauchte zu 
Ausscheidung der EiweiBstoffe Zink- und Cuprisulfat sowie Tanninlésung, 
ein Vorgehen, welches vor ihm schon einige amerikanische Autoren befolyt 
haben (Bigelogq und Cook, Jenkins und Sreet, Wright, Cook, Emery und 
Henley). Sein Verfahren unterscheidet sich jedoch bedeutend von den 
Untersuchungen anderer Autoren, und zwar dadurch, dah, wihrend diese 
die Albumosen, Peptone und Glutinstoffe gemeinsam ausfallen, bei Striege/ 
diese Substanzen in derselben Lésung nacheinander ausgeschieden und be- 
stimmt werden. Beck und Merres* gebrauchten dieses Verfahren bei selbst - 
erzeugtem Fleischextrakt und fanden, daB 20°,, des Gesamtstickstoffs in 
glutinartigen Stoffen enthalten war. Nach diesem Veriahren werden die 
léslichen Bestandteile, welche aus groben Molekiilen bestehen, durch Kochen, 
Zinksulfat und Tannin differenziert. Durch Kochen und teilweise durch 
die Wirkung der bei diesem Verfahren gebrauchten Weinsaure werden 
die Proteine gefallt; das Zinksulfat hingegen scheidet die Albumosen und 
Proteosen aus; der mittels Tannin erhaltene Niederschlag ergibt schlieBlich 
den Glutin-N. Beck und Schneider* haben mit diesem Verfahren den Clutin- 
gehalt normaler Fleischextrakte bestimmt. 


Nach all diesen versprach den meisten Erfolg das von A/ug emp- 
fohlene Pikrinsiureverfahren, dessen endgiiltige Ausarbeitung Berrar® 
iibernahm. Das von ihm beschriebene Verfahren erwies sich jedoch 
stellenweise als schwerfallig, so daB ich genétigt war, tiber cinzelne Teile 
desselben weitere Untersuchungen vorzunehmen. 


' Diese Zeitschr. 35, 217, 1911. 

> Chem. Ztg. 41, 313, 1917. 

> Arbeiten aus dem Reichsgesundheitsamt 52, 245, 1920. 

4 Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBmittel 45, 307, 1923. 

5 Mitteilungen tiber die zusammenfassende Physiol. u. Pathol. 9 4—5, 
1911 (ungarisch). 
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Berrar verwendete zur Trennung des EiweiBbes von der Gelatin 
eine alkoholische Pikrinséiurelédsung im Verhaltnis 1:4 (1 Teil Pikrin 
siure, 4 Teile absoluten Alkohol). Nach Filtrierung dieser Lésung und 
Zugabe von 1', Volumen kalt gesattigter Pikrinsiurelésung erhalt 
er einen Gelatineniederschlag, dessen N-Gehalt mit dem der angewendete) 
Gelatinelésung tibereinstimmt. In meinen Experimenten habe ich b: 
der 'Trennung der Gelatine vom Eiweif die alkoholische Pikrinsaiure 
behandlung absichtlich fortgelassen, da ich fand, daB aus der Gelatin: 
und Eiweif enthaltenden Lésung, welche vorher tiber 40°C erwarmt 
worden war und zu welcher das doppelte Volumen kalt gesittigte Pikrin 
siiurelésung hinzugefiigt wurde, die Gelatine schon durch einfach 
Erwarmung und nachtragliches Waschen mit lauwarmem destilliertem 
Wasser quantitativ isolierbar war. 


Berrar gebrauchte auf meinen Rat zur Bestimmung des N-Gehaltes 
des durch Pikrinsiure gefallten und mit Briicke-Reagens gewaschenen 
Gelatine- bzw. EiweiBniederschlags das sogenannte modifizierte Kjeldahl. 
Verfahren, und zwar aus dem Grunde, weil auBer dem EiweiB-N auch 
2, Teile des in der Pikrinsdiure enthaltenen N zu Ammoniak wurden und 
auf diese Weise den Wert der Ajeldahl-Zahl betrachtlich erhéhte. Es 
mute daher die Pikrinsiure reduziert werden. Zu diesem Zwecke 
gebrauchten wir Eisenspine und Essigséure. Dieses modifizierte 
Kjeldahl-Verfahren erweist sich aber als iiberfliissig, da, falls der nach 
24 Stunden entstandene Gelatineniederschlag mit Jodquecksilber- 
Jodkali mehrmals gut ausgewaschen wird, dieser von der Pikrinsdure 
vollstindig befreit werden kann, so daB sich in parallelen Bestimmungen 
keine bedeutenden Differenzen zeigen. 


In Anbetracht dieser Vorginge kann die Ausfiihrung der Methode 
also im folgenden zusammengefaBt werden: Zur 40°C warmen wiasserigen 
GelatineeiweiBlésung wird kalt gesattigte Pikrinséiurelésung derselben 
‘Temperatur hinzugefiigt. Das pikrinsaure EiweiB wird vollstandig gefallt, 
die Gelatine hingegen bleibt in Lésung. Die Lésung wird durch ein aut 
40°C erwarmtes Filter filtriert; das pikrinsaure EiweiB bleibt auf dem 
Filter, die Gelatine passiert dasselbe. Der EiweiBniederschlag wird jetzt 
einige Male mit warmem destilliertem Wasser ausgewaschen; weiter wird 
zum Filtrat 1'/, Volumen Pikrinséure hinzugefiigt und dasselbe auf 8° C 
abgekiihlt und 24 Stunden bei dieser Temperatur erhalten, wobei die 
pikrinsaure Gelatine vollstandig gefallt wird. Der Niederschlag wird nach 
24 Stunden auf ein Filter gegossen und mit Briicke-Reagens pikrinsaéurefrei 
gewaschen (es entstehen Jodquecksilber und HJ-saure Gelatine, die Pikrin- 
siure wird frei) und zusammen mit dem Filtrierpapier in einen Ayeldah/ 
Kolben gebracht, wo der N-Gehalt mit Hilfe der Ayeldahl-Methode be- 
stimmt wird. 


Die Menge des am Filter zuriickgebliebenen pikrinsauren Eiweil- 
niederschlags kann, falls es iiberhaupt nétig ist, nach dieser Methode auf 
Grund des N-Gehaltes bestimmt werden. 











Expe 


Exp 


Ex 


Ey 








atin: 
ikrin 
Fund 
thalt 
lete) 
h be 

AUre 
atin 
armit 
krin 

ache 
rtem 


altes 
enen 
lah. 
wich 
und 
Es 
ke 
erte 
ach 
ber- 
lure 
gen 


ode 
gen 
ben 
illt. 
aut 
lem 
‘tzt 

yird 
a 
die 
ach 

frei 

“in- 

thi 


iB - 
wut 


Quantitative Bestimmung der Gelatine. 369 


Tabelle I. 
) 


Der N-Gehalt der untersuchten Gelatine 17,92 g-° 








Menge des zum Experiment 
gebrauchten Materials 





" Gefundener Gefundener ' 
Experiment "4 : net . ; Gesamt-N 
f : Kiweif Gelatine Ei weib-N Gelatine-N 
Nr. g g g g Xx 
1 O10 0,10 0.0331 
9 0.10 0,10 0.0334 
3 0,10 0,10 0.0155 
+ 0,10 0,10 0,0156 
5 0,10 0,10 0.0179 
6 0,10 0.10 0.0174 
Tabelle Il. 
Der N-Gehalt der untersuchten Gelatine 16,79 g-",. 
Menge des zum Experiment 
gebrauchten Materials ’ , 
Beneriment mae eating Gefundener Gefundener 
_ Eiweif Gelatine Eiweil-N Gelatine-N 
Nr. g g g & 
1 0,10 0.10 0,0156 0,0165 
2 0,10 0,10 0,0158 0.9164 
3 0,10 0,10 0,0156 0.0168 


Tabelle ILI. 


Der N-Gehalt der untersuchten Gelatine 17,80 g- 





Menge des zum Experiment 
gebrauchten Materials 








. . - - a . oa Gefundener Gefundener 
Experiment oe oe “ery ‘ 
Eiweif Gelatine Eiweili-N Gelatine-N 
Nr g g g g 
1 0,05 0,05 0,0078 0.087 
2 0,05 0,05 0.0078 0.086 
Tabelle IV. 
Menge 
les zum Experiment ° , 
Experiment ocean etestals Gefundener N Bemerkungen 
Nr. g g 
05 0,0051 Mit modifiziertem A jeidah/-Verfahren 
2 05 0,0049 Ohne Moditizierung. 
3 05 0.0121 Mit modiftiziertem Ajeldah/-Verfahren 
4 0.5 0.9125 Ohne Modifizierung. 
5 0.5 0,0095 Mit moditiziertem A‘je/dah/-Verfahren. 
6 0,5 0.0093 Ohne Moditizierung 
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In einzelnen Experimenten ist der Fehler, entsprechend den aus 
gvetuhrten Kontrolluntersuchungen, nicht gréBer als 1 bis 2°.. was. bei 
diesbeztiglichen Untersuchungen vollstandig befriedigende CGenauigkeit 
bedeutet. Die Gelatine kann also vom Eiweifs durch ein verhaltnismabig 
leichtes Verfahren getrennt und auch quantitativ bestimmt werden. 


Zusammenfassung. 


Pikrinsiure kann zur quantitativen Bestimmung der Gelatine 
und zur Trennung der Gelatine vom Eiwei8 gebraucht werden, nach 
dem Prinzip, daB sich die pikrinsaure Gelatine bei Erwirmung autlist 
und in dieser Form filtrierbar ist, sich aber aus der Lésung bei Erkalten 
auf 8°C wieder ausscheidet. So kann der N- bzw. Gelatinegehalt des 
Niederschlags nach vorgenommenem Waschen mit Briicke- {eagens 
bestimmt werden. 
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Uber die Bestimmung 
des Gelatinegehalts verschiedener Fleischsorten. 


Von 
F. Than. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 4. Juli 1933.) 


Der Zweck meiner Untersuchungen war, auf Grund des in der 
vorhergehenden Mitteilung beschriebenen Pikrinséurevertahrens die 
Bestimmung der Gelatine in verschiedenen Fleischsorten vorzunehmen. 

Ich gebrauchte als Material meiner Experimente verschiedene makro- 
skopisch isolierte Fleischsorten. Das Fleisch habe ich nach vorheriger 
Abwaschung gemahlen und nachher im Thermostaten bis zur (rewichts- 
konstanz getrocknet. Nach dem Trocknen habe ich eine bestimmte Menge 
mit Seesand fein zerrieben und mit Wasser auf maBiger Flamme gekocht 
Von Zeit zu Zeit filtrierte ich das Fleischpulver und sammelte das gelatine- 
haltige Filtrat in einem besonderen GefaB; das am Filter gebliebene Material 
brachte ich wieder in den Kochkolben. Dies Verfahren wiederholte ich 
so lange. bis im Filtrat die Gelatineprobe negativ ausfiel. Hierauf wurde 
das gesammelte Filtrat auf 15 bis 20cem eingedampft und unter Hinzu- 
fiigung der gleichen Menge Pikrinsaure die Crelatine mit der in der vorher- 
vehenden Mitteilung beschriebenen Methode bestimmt. In meinen Experi- 
menten rechnete ich durchweg auf 0.5 g Untersuchungsmaterial eine drei- 
bis fiinfstiindige Kochdauer. Diese Zeit mubBte jedoch im Falle, wenn 
ich schwer extrahierbare. an Gelatine reiche Stoffe (Sehnen, Aponeurosen) 
verarbeitete, oft verlangert werden. 

Ich habe den Gelatinegehalt verschiedener Fleischsorten bestimmt, 
welche ich nach eigenem Ermessen in der Weise herstellte, daB ich aus 
mir zur Verfiigung stehendem Fleisch einmal sehnige, zihe Stucke 
untersuchte, dann wieder méglichst gereinigte, sehnenfreie Partien 
aufarbeitete. Somit habe ich in meinen Untersuchungen die ver- 
schiedenen Fleischsorten in erste, zweite und dritte Qualitat eingeteilt. 
Selbstredend wiesen die aus verschiedenen Tieren (Rind, Kalb, Schwein) 
stammenden Proben. welche immer in derselben Weise aufgearbeitet 
wurden, auch je nach der Gattung einen Unterschied auf, wie dies auch 


aus dem Ergebnis meiner Untersuchungen hervorgeht. Ich halte es 
24" 
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hier fiir nétig, zu erwahnen, daB bei den an Kalb- und Schweinefleisc! 
vorgenommenen Experimenten mittelmaBiges, also Fleisch zweite1 
Qualitat gebraucht wurde. 


Wenn man den N-Gehalt des Fleisches durch den der Gelatine) 
dividiert, erhalt man den Kollagenquotienten, welcher zu dem Gelatine-| 
gehalt in umgekehrtem Verhaltnis steht und mit dessen Hilfe die Qualitat) 
verschiedener Fleischsorten auch in Ziffern ausgedriickt werden kann. | 


Aus den nachstehenden Ergebnissen geht hervor, daB im Fleisch’ 
ein bedeutender Teil des Gesamtstickstoffs auf die Gelatine fallt. Beim 
Rindfleisch erreichte dieser Wert in einzelnen Fallen 20 bis 21°, des ge- 
samten N-Gehaltes. Je nachdem es sich um Muskeln handelt, welche 
arm oder reich an Sehnen sind, zeigt dieser N-Wert groBe Schwankungen, 
jedoch iibertrifft er auch bei reinem Fleisch 9°%. 


Tabelle I. 


Gesamt-N-Gehalt des untersuchten Rindfleisches 12,82 g-” 





. Abgewogene Gefunden . . . 
Nummer Mates aah A tele ag Gelatine-N Gelatine a al 
ie Sdemensiian Fleischmenge Gelatine-N : aust. Bemerkungen 
g £ g- 
1 05 0.0145 2,90 
2 0.5 0.0138 2.76 ; ; 
3 0.5 0.0129 2.58 gg 
’ b a my ualt 
4 05 0.0132 2.64 | ’ 
5 0.5 0,0137 2.74 
Mittelwert : 0.0136 2,72 4,71 


Tabelle Il. 


Gesamt-N-Gehalt des untersuchten Rindfleisches 11,86 g-° 





Abgew vefund , ; : 
Nummer Fidlecketnee Gatetene Gelatine-N  Gelatine Reisner 
des Versuchs ‘ Quot. Be 
£ “ £-9) 

1 0.5 0,0122 2.44 i 

9 05 0.0127 254 Fleiseh dritter 

3 05 0.0119 238 | Qualitit 
Mittelwert : 0,0123 2,46 4,84 

4 0,5 0.0081 1,62 oe 

, 05 0.0074 148 | Reals 

, ~ ’ = Qualitat 

6 0,5 0.0069 1,38 j=. 
Mittelwert: 0.0075 1,49 7,96 

7 05 0.0061 1,22 | Fleisch erster 

8 0.5 0.0055 1,10 | Qualitat 


Mittelwert : 0,0058 1,16 10,22 
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nefleisc} Tabelle IIL. 
Zweite! Gesamt-N-Gehalt des untersuchten Rindfleisches 11.15 g- 














. Abgewogene Gefanden . 
Gelatine| Pg Fleischmenge Gelatine-N Gelatine-N = Bemerkungen 
; 3 g g g- 
relatine-| 
Qualitat! 1 0.5 0,0108 2.16 rs 
| . - - 9 eisch dritter 
n kann.} 2 0,0 0,0105 2.10) j — Qualitae 
3 05 0,0113 2,26 
Fleisch | Mittelwert : 0.0109 2.18 5.11 
Beim . = . 
ri 4 0.5 0.0075 1.50 wastes 
) des ge- 5 0.5 0,0068 1,36 og 
welche 6 0.5 0.0075 1.40 | ‘ 
kungen,| Mittelwert : 0.0071 1.42 7.85 
7 0.5 0,0051 1,02 | F 
| 5 0,5 0.0045 0,90 oan 
y 0,5 0,0057 1.14 
| = ” 
..0 Mittelwert : 0,0051 1,02 10,93 
oy 
———- @ | atti , 
Tabelle IV. 
cungen Gesamt-N-Gehalt des untersuchten Kalbfleisches 13.62 2-5. 
‘ Abgewogene Gefunden : . 
Nummer Noleskenanee Gels N Gelatine-N  Gelatine —_ ens 
ten Venentie Fleischmenge elatine-) , Quot. Bemerkungen 
£ £ £-" 0 
dritter 
ong 1 0,5 0,0092 LS4 Pe 
2 0.5 0,0080 1,60 "Caalitst 
3 05 0,0089 1,78 | 
Mittelwert : 0,0087 1,74 7,83 
Tabelle . 
y-° Gesamt-N-Gehalt des untersuchten Schweinefleisches 11,10 g-" 
. Abgewogene Gefunden ; . , . : 
Nummer Fleischmenge Gelatine-N —«Gelatine-N_— Gelatine Bemerkungen 
ngen des Versuchs . . ag Quot. 
1 0.5 01,0072 1.44 ere 
9 - -. rieisch zweiter 
iritter = 0,9 90,0055 1,10 | Qualitat 
tlit 3 9,5 0,0056 1,12 
Mittelwert : 0,0061 1,22 9.10 
Der Gelatinegehalt des Kalbfleisches stimmte ungefaihr mit dem 
ae des Rindfleisches iiberein, wahrscheinlich da ich zu meinen Unter- 
suchungen mittelmaBiges Fleisch gebrauchte. Der Gelatine-N betrug 
12 bis 13°, des Gesamtstickstoffs. 
rster Der Gelatine-N-Wert des Schweinefleisches ist geringer als der 
” des Kalb- bzw. Rindfleisches. Der Gelatine-N ist etwa 10 bis 11°, 
des Gesamtstickstoffs. 
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In den nachstehenden Untersuchungen habe ich den Gelatine 
gehalt stark sehniger Fleischsorten bestimmt, welche ich mit der ober 
beschriebenen Methode einer Untersuchung unterzog. In diesen Fille: 
war auch die Kochdauer linger, da sich das Fleisch als zih und nu 
schwer extrahierbar erwies. 


Tabelle VI. 


Gesamt-N-Gehalt der untersuchten Substanz 13,44 ¢-° 





Menge des zum 


x - Experiment Gefunden eee ee 
Numme oo gebrauchten Gelatine-N Gelatine-} Gelatine liaeerkuaann 
des Versuchs Materials Quot, 
x g 8-°lo 
0,2 0.0222 11,10 | Sebnen und 
2 0.2 0,0240 12,00 | Aponeurosen 
Mittelwert : 0,0231 11,55 1,16 


Wie aus den Ergebnissen hervorgeht, betrug in diesem Falle det 
Gelatine-N nicht weniger als 86°, des Gesamtstickstoffs. 


Zusammenfassung. 

Bei der Untersuchung des Gelatinegehalts verschiedener Fleischsorten 
fand ich, daB bei den zum Experiment gebrauchten Fleichsorten, falls es 
sich um Fleisch dritter Qualitaét handelte. der Gelatine-N 20 bis 21°, 
des gesamten Stickstoffs betrug: bei Fleisch zweiter Qualitat ist dieser 
Wert 12 bis 13°,, bei erstklassigem Fleisch 9 bis 10°,. Die bei Kalb- 
fleisch erhaltenen Daten stimmen mit denen des Rindfleisches iiberein : 
die des Schweinefleisches sind etwas niedriger. 

Der Gelatine-N von Sehnen und Aponeurosen betragt 80° 
noch mehr des Gesamtstickstoffs. 
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Uber die Wirkung des Lichtes auf den Chemismus der Zelle. 


l. Mitteilung: 


Versuche an Gewebsschnitten, 


Von 


J. Wohlgemuth und E. Szérényi. 
(Aus der Chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses, Berlin.) 


(Eingegangen am 5. Juli 1933.) 


Schon lange ist man bemiiht, die Wirkung des Lichtes auf den 
tierischen Organismus hinsichtlich der Beeinflussung der Stoffwechsel- 
vorgange zu analysieren, und man hat auch schon eme Reihe von Tat- 
sachen ermittelt, welche als spezifische Lichtwirkungen zu werten sind. 
Immer ist man dabei so vorgegangen, da man das Versuchsobjekt 
in seiner Kontinuitat bestrahlte und dann entweder am Blute, an den 
Ausscheidungsprodukten usw. den Lichteffekt festzustellen  suchte 
oder ganze Organe hinterher analysierte. Darum ist das, was man 
bisher als Lichtwirkung festgestellt hat, mehr oder weniger die Re- 
sultante der verschiedensten ineinandergreifenden Lebensprozesse. 
Wollte man aber die Wirkung des Lichtes auf den tierischen Organismus 
in ihren Einzelheiten erfassen und das schien uns, da der bisher 
eingeschlagene Weg nicht viel weiter fiihren diirfte, das im Augenblick 
Wissenswerteste —, so mubte man méglichst direkt am lebenden Ge- 
webe die Lichtwirkung zu analysieren versuchen. Diese Méglichkeit ist, 
wenn auch im begrenzten Mabe, gegeben durch das Studium der zwei 
wichtigsten energieliefernden chemischen Reaktionen der Zelle, der 
Atmung und Glykolyse, an frischen Gewebsschnitten. 

Dabei war allerdings zu iiberlegen, wie man die Versuchsanordnung 
am zweckmabigsten wahlt, ob man die frisch aus den Organen ge- 
wonnenen Gewebsschnitte vorher der Belichtung aussetzt und nachher 
die Atmung und Glykolyse miBbt, oder ob man die Atmung und Glykolyse 
studiert, wahrend das Licht auf das Gewebe wirkt, oder ob man das 


ganze Tier der Bestrahlung aussetzt, dann die Organe entnimmt und 
an ihren Schnitten die Lichtwirkung feststellt. Da die Méglichkeit vor- 
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lag, da in jedem Falle der Effekt ein anderer sein konnte, haben wir 
es vorgezogen, die Wirkung des Lichtes auf die lebende Zelle nach allen 
drei Richtungen hin zu untersuchen. 

Weiterhin schien es von Interesse, die Wirkung des durch fluores- 
zierende Farbstoffe sensibilisierten Lichtes auf das lebende Gewebe 
eingehend zu untersuchen. Von solchen Farbstoffen verwandten wir 
das dem Hamoglobin nahestehende Himatoporphyrin und einen voll- 
kommen kérperfremden Sensibilisator, das Rose bengale. 


Inhaltsiibersicht. 
A. Der Chemismus der lebenden Zelle wahrend der Belichtung. 
1. Der Sauerstoffverbrauch verschiedener Gewebe 
a) ohne und mit Sensibilisatoren. 
b) EinfluB der Temperatur. 
¢) EinfluB der Blausaure. 
2. Die anaerobe Milchséurebildung verschiedener Gewebe ohne und mit 
Sensibilisatoren. 
3. Diskussion der Ergebnisse. 
B. Der Chemismus der lebenden Zelle nach vorausgegangener intensiver 
Bestrahlung ohne und mit Sensibilisatoren. 
1. Sauerstoffverbrauch. 
2. Anaerobe Milchsaurebildung. 
C. Der Chemismus der lebenden Zelle nach intensiver Bestrahling des 
ganzen Tieres ohne und mit vorangegangener Sensibilisierung. 
1. Sauerstoffverbrauch. 
2. Anaerobe Milchsaurebildung. 


A. Der Chemismus der lebenden Zelle wihrend der Belichtung. 

1. Der Sauerstoffverbrauch verschiedener Gewebe ohne und mit Sensibilisatoren. 
Methodische Vorbemerkungen. 

Die Versuche sind an Meerschweinchen ausgefiihrt worden. Die Tiere 
wurden durch Verblutung getétet und unmittelbar darauf aus den zu 
untersuchenden Organen 0.2 bis 0.3mm dicke Rasiermesserschnitte in 
der iiblichen Weise angefertigt. 

Aus der Haut wurden die Schnitte folgendermaBen gemacht: Nach 
sorgfaltigem Rasieren wurde das soeben getétete Tier mit der linken Hand 
gefaBt und mit derselben gleichzeitig die Haut gespannt, sodann gut an- 
gefeuchtet und aus der obersten Hautschicht des Bauches Rasiermesser- 
schnitte angefertigt. Nach einer gewissen Ubung gelingt es, ziemlich gleich- 
maBige Hautschnitte zu machen in der GréBe von einigen Hundert Quadrat- 
millimeter. Die Schichtdicke war schaitzungsweise 0,2 bis 0.5mm: eine 
genaue Bestimmung derselben ist wegen der groBen Elastizitat des Organs 
erschwert. 

Die Messung der Atmung und anaeroben Glykolyse erfolgte nach 
Warburgs manometrischer Methode!. Suspensionsfliissigkeiten waren die 


1 Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren. Berlin 1926. 
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m Warburg angegebene Ringerl6sung zur Atmung (mit etwa 3. 107 Mole 
o Liter NaHCO, ohne Glucose) und Ringerl6sung zur Glykolyse 
2.5. 10-7" Mole Liter NaHCO, und 0,2°, Crlucose). 

Als MeBgefaB wurden die kegelf6rmigen Warburgschen Getabe mit 
Birne und Einsatz angewandt. deren Volumina wir mit Quecksilber geeicht 
haben. 

Hamatoporphyrin wurde von uns kristallinisch nach Nenecks, Wiill- 
s/dtter und Fischer’ aus Hamin dargestellt. Zur Losung desselben wurde die 
eben erforderliche NagC O,-Menge angewandt (0,2 bis 0.3 cem einer 0,2 ° igen 
Losung). Dieselhbe Menge wurde auch saémtlichen KontrollgefaBen zugetfiigt. 
tose bengale wurde von der Firma .Werck-Darmstadt bezogen. 

Als Lichtquelle diente eine in das Wasserbad eintauchende Gliihbirne 
75 Watt), die von dem MebgefaB etwa 10 bis 12 em entfernt war. 

Die Versuche wurden so ausgefiihrt, da®B wir zuerst die Atmung ohne 
Belichtung gemessen haben, dann bei Belichtung. Nachher wurde aus det 
Birne der Farbstoffsensibilisator eingekippt und nach Temperatur- und 
Druckausgleich abwechselnd im Dunkeln und bei Belichtung die Druck- 
anderungen abgelesen. 

Die Belichtung der Gewebe vor der Sensibilisierung hat manchmal 
eine geringe Hemmung, in den meisten Fallen jedoch keinen Einflu’B 
auf die Atmung gezeigt. Auf die Wiedergabe dieser Zahlen wird somit 
verzichtet und in folgender Zusammenstellung nur der Sauerstoff- 
verbrauch in Gegenwart von Himatoporphyrin bei wechselnder Belich- 
tung mitgeteilt. 

Tabelle I. 
l2mg Haimatoporphyrin. (Crasraum: Sauerstoff. 


Temperatur 375°C. 





Sauerstoffverbrauch 


Datum Organ und Zeit . ‘ 
1933 ee Min. a mm Vo, 
20 im Dunkeln 14.5 4,13 
Leber | 20 Belichtung 29 6.36 
13,1 mg | 20 im Dunkeln 12,5 3.56 
30. III. 20 Belichtung 20 41 
l 20 im Dunkeln 22.5 15,6 
Niere 6.2 mg | 29 Belichtung 28.5 17,2 
20 im Dunkeln 12.5 7.5 
j 25 im Dunkela — 55 1,00 
Haut 28,5 meg 30 Belichtung 255 231 
| 30 im Dunkeln 6.5 OSS 
3. IV. 
| 15 im Dunkeln 1 ? 
Retina 30 Belichtung — 19 ? 
30 im Dunkeln 15 ; 





Wie man sieht, ist die Atmung der sensibilisierten Gewebe bei der 
Bestrahlung erheblich gestiegen. Auf den Mittelwert der Dunkelwerte 


' Willstdtter u. Fischer, Zeitschr. f. physiol. Chem. S87, 459, 1913. 
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bezogen, betrug die durch Belichtung verursachte Zunahme des Sau 
stoffverbrauchs 

bei der Leber ....... 56% 

i. a EE, SP GS we & ore EES 

oy ab. ND ie er ce & -w ng 

i 5 NS Sw Ske CS, 


Bemerkenswert ist, daB gerade diejenigen Organe (Retina, Haut 
welche staindig dem EinfluB der Lichtstrahlen ausgesetzt sind, auf di 
Sensibilisierung mit Hamatoporphyrin am starksten reagieren. 

Bei diesen Versuchen war auch daran zu denken, daB wahrend des 
Schittelns die Suspensionsfliissigkeit geringe Mengen von Eiweii 
oder andere photooxydablen Substanzen auf den Gewebsschnitte: 
in sich aufnehmen konnte, und daB der wahrend der Belichtung ge 
steigerte Sauerstoffverbrauch nicht bedingt war durch eine gesteigert: 
Sauerstoffaufnahme der Gewebe, sondern durch eine gesteigerte Oxy- 
dation der aus den Zellen ausgewaschenen Substanzen. Da das nicht 
der Fall war, lieB sich leicht beweisen. Wenn man die Gewebsschnitt: 
aus den MeBgefiBen entfernte und die Suspensionsfliissigkeit allein 
weiterschiittelte, war wahrend der Belichtung entweder gar kein Sauc: 
stoffverbrauch mehr festzustellen oder nur ein ganz minimaler. 


Einflu8 der Temperatur. 

Diese lichtkatalytische Atmungssteigerung ist von Temperature» 
unterhalb der physiologischen Grenzen in weitem Mae unabhdngig 

In Tabelle II ist je ein Versuch mit Niere, Leber, Haut bei 20° 
aufgefiihrt. 

Tabelle II. 
12mg Hamatoporphyrin. Gasraum: Sauerstoff. 
Temperatur: 20.0°C., 





Sauerstoffverbrauch 





Datum Organ und Zeit Belichtun ps 
Pryor ri £ 
1938 Trockengewicht Min. ais Wo, 
Te { 15 im Dunkeln — $5 8,25 
. ee 30 Belichtung —14 6,5 
18. IV Leber | 15 im Dunkeln 2.5 1,26 
i 10,5 mg \ 30 Belichtung 9 2,27 
5 i — 2 0.57 
92 j 15 im Dunkeln 2 , 
Haut 19,2 mg \ 30 Belichtung -14 2,09 


Die absolute Zunahme des Sauerstoffverbrauchs, auf Milligramm 
Trockengewicht und Stunde berechnet, ist bei 20°C etwa ebenso grok} 
wie wir sie bei 37,5°C beobachtet haben (s. Tabelle I). 
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Au Die Wirkung der Blausaure. 

Interessant ist das Verhalten dieses Zelloxydationsvorganges 
vegeniiber Blausaéure. 

Wir fanden, dap m 500 HON die Lichtkatalyse fordert. 

Als Beleg sollen die folgenden zwei Versuchsprotokolle dienen. 
lie wir wegen der Wichtigkeit des Gegenstandes in extenso mitteilen. 








aut Versuchsprotokoll vom 6. April 1933. Gasraum: Sauerstoff. Tem- 
| di peratur 37.5°C.  Meerschweinchenniere. 
Obne Blausaure m 300 Blausdure 
des ES. al er ahs 12mg Hamatoporphyrin 
eit ME 6 ke ee 0,2cem Kalilauge (5° 9) 
wel Wg tte eww eee 14,60 cem 14,10 cem 
tter Upott tt ee eee aes a2» Anmerkung 
ge Ky. 2+ eee ees 1,291 1,247 
erti Trockengewicht ... 64mg 6,2mg 
x \- 
fas Zeit mm Vo, mm Vo, 
chit < - 
itte SO Mim. .. 26.5 16,0 - D 3.0 im Dunkeln 
bets —40 , oe: — 28 16,9 — 5 3,0 Beliehtung 
; a ee ce. a a. a 
ler Hp. aus der Birne eingekippt. 
Nach Temperatur- und Druckausgleich: 
0—20 Min... . — 22.5 13,6 — 25 1.51 im Dunkeln 
20-40 ., ... — 29,5 17.9 —I18 10.9 Belichtung 
40-60 ,... - 24 14,5 —15 9,1 . 
. 60—80 .... 16 9,7 — 15 0.91 im Dunkeln 
on 
yi Derselbe Versuch mit 1.2 mg Rose bengale. 
0 ( Versuchsprotokoll vom 7. April 1933.  Gasraum: Sauerstoff. Tem- 
peratur 37,5°C.  Meerschweinchenniere. 
Ohne Blausdure m/300 Blausiure 
| 1,291 1,247 
Trockengewicht . . . 4.7 mg 54mg Anmerkung 
Zeit mm Vo, mm Vo, 
0—20 Min... . —19 15,7 — 35 2.4 im Dunkeln. 
20—40 ., ... —18 15.3 — $5 2.4 Belichtung. 
Rose bengale eingekippt. 
Nach Temperatur- und Druckausgleich: 
0—20 Min... . — 16 13,2 — 1,5 1,04 im Dunkeln 
20-40 . ... — 19,5 16,1 — 15 10.4 Belichtung 
Aus den Versuchen geht zunachst hervor, daB bei unserer Versuchs- 
anordnung die Belichtung ohne Sensibilisator wirkungslos ist ; in einigen 
m Fallen haben wir allerdings eine geringe Hemmung gefunden. Ferner, 
{3 da Hamatoporphyrin und ebenso Rose bengale im Dunkeln bei der 


angewandten Konzentration eine Hemmung der normalen Atmungs- 
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funktion verursachen. Erst wenn die sensibilisierten Gewebsschnit: 

helichtet werden, tritt die Atmungssteigerung auf. Diese ist demna 

an das gleichzeitige Vorhandensein beider Faktoren, des Sensibilisator- 
und der Belichtung, gekniipft. 

Um den Umfang des Blausiureeffektes festzustellen, wollen 
nunmehr die durch Belichtung verursachte Zunahme des Sauerstof! 
verbrauchs pro Milligramm 'Trockengewebe und Stunde ohne und mit 
Blausiure miteinander vergleichen. Zu dem Zweck sind in Tabelle [| 
die QYo,-Differenzen zwischen Dunkel- und Lichtperioden aus beide) 
vorhergehenden Versuchen zusammengestellt. 


Tabelle III. 








1,2 mg H&matoporphyrin 1,2 mg Rose bengale 
Zeitditferenz | 
ohne HCN m 300 HCN ohne HCN m/300 HON 
' aor 
Vb, — @. 4,3 9.4 2.9 9.4 
6, — %, 48 8,2 — 


Aus ihr geht hervor, daB die durch Hamatoporphyrin bedingt« 
lichtkatalytische Oxydation in Gegenwart von Blausiure um das 
Zweifache, die durch Rose bengale bedingte sogar um das Dreifach: 
gesteigert wurde. 

In der nachsten Mitteilung wird noch an einem anderen Beispie! 
gezeigt, daB lichtkatalytische Oxydationen durch Blausdéure geférdert 
werden kénnen. So haben wir gefunden, daB auch die Photooxydation 
des Himoglobins zu Methimoglobin sehr stark durch Blausaure ge- 
fordert wird. 

Diese beiden Kefunde stehen in diametralem Gegensatz zu allen 
anderen Oxydationen der lebendigen Substanz, die, soweit bekannt. 
in den allermeisten Fallen durch Blausiure gehemmt werden, und ver- 
dienen aus diesem Grunde wohl ein gewisses Interesse. 

2 Die anaerobe Milchsdurebildung verschiedener Gewebe 
ohne und mit Sensibilisatoren. 

Die anaerobe Milchsiurebildung der mit Hamatoporphyrin sensi- 
hilisierten Gewebe blieb wahrend der Bestrahlung mit einer 75 Watt- 
Birne unbeeinfluBt. 

Wir fanden z. B.: 

1,2 mg Hamatoporphyrin. Temperatur 37.5° C.  Gasraum : -95°, N, 

5°59 CO, 





Zeit Leber Wy? Haut gy Anmerkung 
Nach 30 Min... .... 3,4 3,3 im Dunkeln. 
Nach 60 Min. ; a. 26 31 { Belichtung aus 12 cm 
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3. Diskussion der Ergebnisse. 

Die unter dem EinfluB des sensibilisierten Lichtes beobachtete 
Atmungssteigerung’’ von Gewebsschnitten ist von der normalen 
\tmungsfunktion der Zellen, die nach Warburg! eine Schwermetall- 
katalvse ist, grundverschieden. Diese Unterschiede sind: 

1. Das Verhalten gegeniiber Blausiure. Blausdiure als Schwer- 
metallkomplexbildner hemmt die normale Atmungsfunktion der Zellen, 
den von uns beschriebenen Vorgang férdert. sie. 

2. Die normale Atmung zeigt bei Kérpertemperatur ein Optimum 
und sinkt steil bei niedrigen Temperaturen. Die Atmungssteigerung 
durch Lichtkatalyse war dagegen bei 20°C etwa ebenso gro wie bei 
37,5° C. 

Diese ,.Atmungssteigerung’” hat somit mit dem eigentlichen Atmungs- 
prozeB nicht das geringste zu tun, sondern ist ein oxydativer Vorgang 
sui generis cine Photooxydation —, die neben der normalen Atmung 
und ganz unabhingiq von dieser verliuft. 

Oxydationen organischer Verbindungen unter dem EinflubB des 
Lichtes sind auBerordentlich zahlreich beobachtet und beschrieben 
worden. Es wiirde zu weit fiihren, hier auf Einzelheiten einzugehen. 
Aus der kaum tibersehbaren Literatur méchten wir nur drei Arbeiten 
hervorheben, die uns in bezug auf unsere Ergebnisse besonders wichtig 
scheinen. Das sind die Arbeiten von Harris, Gaffron und Carter. 

Harris? und, unabhangig von ihm, Ga/ffron® fanden, daB Serum nach 
Zusatz geringer Mengen von Hamatoporphyrin unter Einwirkung des 
Lichtes lebhaft Sauerstoff absorbiert. wobei eine Oxydation der Serum- 
proteine eintritt.  Carter* untersuchte die Oxydationen mittels Hamato- 
porphyrin und Belichtung an zahlreichen organischen Verbindungen und 
fand, daB aliphatische nicht photooxydabel sind, wohl aber alle Benzol- 
derivate. die in ihrem Ring eine OH- oder NH,-Gruppe aufweisen. 

Die von uns beschriebene Photooxydation unterscheidet sich von 
den hier aufgefithrten darin, daB sie auch in der lebenden Zelle selbst 
vor sich gehen kann. Oxydiert werden kénnen dabei auch hier das 
Zelleiweif und alle sonstigen in den Zellen enthaltenen photooxydablen 
Substanzen von dem von Carter angegebenen Typus. Das sind in erster 
Reihe ‘Tryptophan und Tyrosin. In eigenen Versuchen haben wir uns 
davon iiberzeugt. Um festzustellen, ob peptidartig verbundene Amino- 
siuren gleichfalls der Photooxydation unterliegen, haben wir das 
Dipeptid Glvevl-Tryptophan geprift und gefunden, dab es ehenso 


' O. Warburg, Uber die katalytischen Wirkungen der lebendigen 
Substanz. Berlin 192s. 

* D. T. Harris, Biochem. J. 20, 280, 1926. 

3H. Gaffron, Naturwiss. 18, 1925, Heft 41; diese Zeitschr. 179, 157, 1926. 


4’. W. Carter, Biochem. J. 22. 575, 192s. 
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leicht oxydiert wird wie Tryptophan allein. Auf die Wiedergabe d 

Protokolle verzichten wir. Die peptidartige Bindung schiitz. als 

wie zu erwarten war, nicht vor dem oxydativen Angriff, und sicherli: 

gilt das auch fir Polypeptide und héhere Komplexe, die in ihrem 
Verband die entsprechenden Benzolderivate enthalten. Vermutlir 

beruht tiberhaupt die Angreifbarkeit von ZelleiweiB und Serumeiwei)) 
auf der Gegenwart dieser Verbindungen, wahrend EiweiBsubstanz 

ohne diese (wie z. B. Glutin) wahrscheinlich der Photooxyvdation gege1 

uber resistent sind. 


B. Der Chemismus der lebenden Zelle nach vorauszegangener intensiver 
Bestrahlung ohne und mit Sensibilisatoren. 


Was man bisher auf diese Weise — vorherige Bestrahlung und nach 
tragliche Feststellung des Effektes — untersucht hat, sind in der Haupt- 
sache freie Fermente bzw. Fermentlésungen, um so den EinfluB de: 
Bestrahlung kennen zu lernen. Meist hat man gefunden, da sic 
durch Licht geschadigt werden: es existieren aber auch Angaben. 
nach denen manche Fermentwirkung durch Licht gesteigert wird 

Mit der Schadigung der Fermente durch Belichtung hat sich bereit- 
Jodibauer* bheschaftigt und sie als eine Oxydationserscheinung aufgefaBt 
Pincussen* dagegen glaubt, ausgehend von der vielfach untersuchten 
dispersitatsvermindernden Wirkung des Lichtes, besonders der des kurz 
welligen, die Fermentschadigung nach Belichtung durch eine Vergréberung 
der oberflachenaktiven Fermentteilchen erklaren zu sollen, wodurch das 
Ferment von seinem optimalen Wirkungspunkt entfernt wird. Mit dieset 
Theorie steht zwar im Einklang, daB die Lichtwirkung am gr6éBten ist. 
wenn das Ferment im optimalen Punkt bestrahlt wird; denn gerade in 
dieser Phase ist die Verteilung der kolloiden unspezifischen Fermentteilchen 
besonders fein. Sie laBt aber ganzlich unberiicksichtigt die Notwendigkeit 
des Vorhandenseins von Sauerstoff, die nach einer Reihe von Angaben 
als Bedingung einer Schadigung vorausgesetzt wird. 

Die oben erwahnten Untersuchungen von Harris und von Ga/fron, 
insbesondere unsere eigenen Ergebnisse scheinen uns die Auffassung 
Jodlbauers zu bekraftigen. Die schadigende Wirkung des Lichtes 

wenigstens in Anwesenheit von Farbstoffsensibilisatoren ist 
ohne weiteres zu erklaren, wenn man annimmt, daB das Ferment 
photooxydativ zerstért wird. Diese Annahme ist um so berechtigter, 
da der kolloidale Teil des Fermentkomplexes aus Eiweifs besteht und 
somit photooxydabel ist. Diese Auffassung wiirde auch erklaren, 
daB die Empfindlichkeit gegentiber der Strahlung mit dem Grad der 
Dispersitat oder was identisch ist, mit der Reinheit des Ferments 


1 A. Jodibauer, diese Zeitschr. 3, 488. 1907; B. Hannes u. A. Jodlbauer. 
ebenda 21, 110, 1909. 
* L. Pincussen, Photobiologie. Leipzig, Verlag Georg Thieme, 1930. 
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Wirkung des Lichtes auf den Chemismus der 


sachst. Denn je gréBer die Dispersitat, um so starker die Photooxydation. 


Jem entspricht auch, daB wir bei langdauernden Photooxydations- 
versuchen eine mit der Zeit fortschreitende Abnahme des Sauerstoff- 
verbrauches fanden, der allerdings nach einer eingeschalteten Dunkel- 
periode wieder eine grofe O,-Aufnahme folgte. Diesen Befund haben 
wir nicht nur an Gewebsschnitten erhoben, wo er zum Teil auch mit der 
Abnahme der normalen Zellatmung zu erklaren ware, sondern auch 
am Serum. Wollte man diesen Effekt mit einer Dispersitatsvermin- 
derung erklaren, so mite man die Annahme machen, da die Dis 
persitatsverminderung des Zell- bzw. SerumeiweiBes durch Belichtung 
his zu einem gewissen Grade reversibel ist, was aber noch erst zu be- 
weisen ware. 

Soviel ist wenigstens mit Sicherheit anzunehmen, daB durch die 
Photooxydation im Zellprotoplasma tiefgehende Verdinderungen zu- 
stande kommen konnen. 


Hiernach schien es uns durchaus méglich. da auch die zwei wich 


tigsten energieliefernden chemischen Reaktionen der Zelle die 
Atmung und die Glykolyse — durch die Photooxydation in Mitleiden 


schaft gezogen werden kénnten. Die diesbezitiglichen sparlichen An- 
gaben der Literatur sprechen in diesem Sinne. 


Tappeiner* fand, daB flioreszierende Farbstoffe, besonders dichlor- 
anthracensulfosaures Natrium unter Bestrahlung eine erhebliche. zum 
Teil véllige Aufhebung des Garvermégens der Hefezellen bewirken. Nach: 
Angaben von de Fazi? und von Lindner? wird die Wirkung der Hetezymase 
durch ultraviolettes Licht gesteigert. Und schheBlich fanden Gottschalk 
und Nonnenbruch4, daB die Atmung von Froschmuskelbrei durch maBige 
Bestrahlung mit ultraviolettem Licht beschleunigt, durch intensive und 
langer dauernde gehemmt wird. 

Wir untersuchten die Wirkung von sichtbaren und ultravioletten 
Strahlen auf die Atmung und Glykolyse verschiedener Meerschweinchen 
gewebe. 

Methodische Anmerkungen. 

Es wurden groBe Rasiermesserschnitte angefertigt. was bei Meer- 
schweinchenorganen leicht austiihrbar ist. Dies war notig, um in Parallel- 
versuchen mdglichst verschiedene Teile desselben Schnittes anwenden 
zu konnen. Ein Teil der Gewebsschnitte diente zur Feststellung der Licht- 
wirkung ohne Sensibilisator, ein zweiter zur Priifung der Wirkung des 
Sensibilisators allein, die tbrigen Teile wurden mit der entsprechenden 
Menge des Sensibilisators versetzt und dann belichtet.  Suspensionsfliissig- 
keiten waren auch hier die von Warburg angegebenen Ringerlésungen 
zur Atmung und zur Glykolyse. 


1 H.v. Tappeiner, diese Zeitschr. S. 47, 1908. 

2 R. de Fazi, Ann. di chim. 6, 221; 8, 93, 1917; zitiert nach Pincussen. 
3 PP. Lindner, Wochenschr. ft. Brauereien 39, 166, 1922. 

4 Gottschalk u. Nonnenbruch, Strahlentherapie 15, 98, 1923. 
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Die Gewebsatm 
Trocken 
Datum Gewebe gewicht Zusatz Belicht 
1932 mg 
18. X N ” mn 
a sidts | 5S 0.1 mg Hp. 
| 5.9 — 
; 5.6 04mg Hp. 
ri 
we. 4. | 55 oa - 
5.3 re - 
4.2 — - 
| 3.4 30 Min. Koh): 
20. X. 5,9 4 mg Hp. — 
| 63 Ss. « 15 Min. Koh! 
5.4 O04 , “ 30 . 
4,2 - —- 
| 4.1 -- 30 Min. Kohle 
26. X. ‘ 5.1 0,4 mg Hp. — 
5.5 15 Min. Koh! 
6,2 a 30 
4.5 _ — 
5.5 —- 14 Min. U.\ 
21. X. ss 5,7 04mg Hp. -- 
3.9 ec < 7 Min. I 
6.1 04 , 14, 
3,8 = 
4.1 - 20 Min. U 
24. X * 4,3 04mg Hp. 
4.1 Oa 10 Min. I 
3,8 | ae 20 
| 19,0 — - 
‘ 17.1 — 30 Min. Kohler 
.. ae Haut | 199 OA mg Me. a 
16,6 04 . ~ 39 Min. Koble: 
3.6 _— . 
| 3.6 — 30 Min. Kohlen 
2. XI. Niere 4,1 0.4 mg R. b. — 
| 4.4 O04 , a 15 Min. Kohbleni 
48 OL. « aa 





Hp. = Himatoporphyrin. 


RK. b. = Rose bengale. 


Kohlenbog. — 


selichtung mit einer Ko! 











b von 30 Amy 
Bi 
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mung. ver Belichtung. 
cht Yo, Hemmung 
g 15—30 Min. 30—45 Min. 45--60 Min. 60—90 Min. | Mittelw ert 
. 12.4 12.4 12.4 12.4 12.5 
' 12.6 13,0 12,1 11,9 12.4 
17,1 15.3 16,2 16,3 16,0 
r 16.5 14,8 14,8 15,3 15,2 
i s 16,1 13.9 13.9 14,8 14,7 
a. f 17.4 15,8 16,3 16,6 16,7 
— 17,0 15.8 5.8 16,2 
Kohl: = 14,4 13,0 12.4 13,3 18 
. - 12,3 13,2 12,3 12.6 22 
Koh! = 10.4 10.8 10,2 10.5 35 
— 9.6 92 92 93 43 
= ) 14.9 14.9 14,3 16,1 15.1 
Cohlen & 3 14,7 14,7 14,7 14,7 14,8 : 
- 12.8 14,8 13,3 13,8 14,2 6 
voll gy 11,8 11.8 11,8 11,3 12.6 17 
5 11.9 12.6 12,6 12,2 12.6 li 
‘ 5 18,8 16,7 17,8 18,3 17,9 
~U.\ BO 16.9 14,2 16.5 15.8 15.9 11 
4 16.4 15,1 15,5 15,8 15.8 12 
-U.\ B38 15,0 14,4 13.6 14.4 14,7 1S 
} 14.5 13,7 13,7 13,9 14,1 21 
) 14.5 15,2 15,2 14,9 14.9 
UV B5 14.1 12.3 13,5 12.6 13,2 11 
a) 15,2 13.3 13.3 13.7 13.8 7 
U.\.B9 11,2 11.8 9.4 10,5 11,6 22 
42 5 Me 10,9 9,7 9.4 11,2 25 
78 1,51 1,65 1,51 1.37 1.56 
vhlen @.18 0,88 1,18 1.03 0.96 1.05 33 
60 1.11 1,11 1,17 0.93 1.20 23 
shlen.07 0,92 0,92 0,92 0,77 0.92 41 
4 14,0 12.6 13,3 11,5 13,4 
yhlen yi. 13.0 10.8 10.8 9.0 11,3 16 
a) 13,0 11,2 11,2 9,6 11,6 13 
hlenwih.6 11,2 9.5 10,0 8.4 9,9 26 
\4 9,4 8,8 8.3 7,4 8.9 34 
Ko! von 30 Amp. in 50cm Entfernung — U. V. = Belichtung mit einer Quarzlampe in 50cm Entfernung 
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Glykol\ 





Datum 


1932 
Bo. ie 
ae 
20. X. 
Zi. &. 
B. XI. 
8. XI. 


28. XII. 


4. NI. 


24. NII. 


Hamatoporphyrin. 


Trocken- 
gewicht 


mg 


17.9 
17,4 
18,0 
18.0 


Cin oO 


3 
3,3 
8! 
3,2 


— 


R. b. = Rose bengale. - 


Zusatz 


9,5 mg Hp. 
0,1 ” 
0,05 , 


0.1 mg Hp. 
OF % «+ 


0.4 mg Hp. 
Oe 4. « 
US «= » 


0.4 mg Hp. 
es & 
0,4 


0.4 mg R. b. 


oe 4 -» 
O4 . > 


0.4 mg R. b. 


OA » +5 


0.4 me Hp. 
O4 , 


04 _ Rb. 


0.4mg Hp. 
a « 


0.4 mg Hp. 
0.4 


. 


Kohlenbog. = Belichtung 


Belichtung 


Min. Koi 


20 Min. 


10 Min. 
20) 


Min. Kohl: 


Min. Kohlen! 


Min. Kohlen! 


5 Min. Kohler 


Min. Kohle 


Min. Kohlen! 


Min. Kohlent 


” 


Min. Kohlen! 


Min. Kohlent 


Min. Koblent 
Min. Kohleu! 


mit einer Koh): 
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ver Belichtung. 





N. 
Vy? Anderung 
spusteadlahetaaaliaieiaapenioniiasab sii der Glykolyse 


15—30 Min. 30—45 Min. 45—60 Min.  60—90 Min. 





Mittel wert 


4.6 5.0 3,7 4.5 
3.6 3,1 3,4 : 3,7 — 18 
4.5 3,5 3,7 33 3,8 — 16 
4.5 3,6 3.6 4.4 2 
,2 3,4 3,7 4.1 4.2 
4.2 2.5 3,0 3,0 8.5 — 17 
$9 4.1 3.6 3.6 4.4 + ) 
§ 3.2 82 3,5 3.0 33 
I 4.6 4,1 3.5 3.1 4.2 + 27 
3.1 3.5 3.3 2.8 33 + 0 
{ 2.8 4.2 1.7 2,1 3.0 : ) 
24 2.4 2.4 2,1 2.7 18 
3.5 3.5 3,1 3 i 
sh} 4,3 3.9 - 3.9 3.9) + 15 
7 4.7 4.3 35 39 4,2 + 24 
ml 2.9 1.8 2.6 2.0 24 29 
) 3,2 2,5 3,2 2.3 249 wn ih 
) 31 2.6 3.1 24 31 
‘hlen 2.8 3.9 2.8 2.8 3.5 + 13 
y 3,2 2,3 2.8 2,8 3,1 0 
ler ' 3.6 3.1 3,1 2,9 3.5 + 13 
3.5 35 3.5 2,38 3,6 + 16 
LD 1.15 1,15 0,96 0,76 1.03 
hle 42 sey 1,77 1,24 0,80 1,60 + 55 
2 2.49 2.49 2.49 1,76 2,51 + 144 
hlentg@gio 2,08 1.87 1.66 1,25 1,91 &) 
1,20 1.00 0,89 1,25 
47 0,92 1,29 0.83 1,13 - 10 
hlent ) 0,52 0.76 0.59 0.73 42 
i 7 0.93 0.93 0,75 1,07 — 14 
5 2.72 3.11 2,58 2.656 2,92 
blen) 92 2 5H 275 2.56 2.48 275 =~ 
‘ 2.75 2.10 2.26 2.02 2.44 165 
hlenix } 2.04 1,73 1,88 1.65 1,90 — 
23.8 22.9 22.1 23.8 - 23.4 
Plenbogs 29,7 28,5 27.9 29,7 29,5 + 25 
+ 21,8 19,4 17.7 18,6 20,2 — 14 
neu! ! 19.9 17,4 16.6 17,0 18,2 22 
Kohl 0 Amp. in 50cm Entfernung. U. ¥. Belichtung mit einer Quarziampe in 50em Entfernung 


25 * 
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Die Bestrahlung der Gewebe erfolgte unter aeroben Bedinguny: 
Da es sich um den Nachweis der Nachwirkung des Lichtes handelte, hal). 
wir hier weit gréBere Lichtintensitaten angewandt als bei den im erst 
Kapitel mitgeteilten Versuchen. Die Bestrahlung durch langwellig 
Licht erfolgte mit einer Bogenlampe von 30 Amp. in einer Entfernung \ 
50cm. Die Gewebsschnitte befanden sich in den Warburgschen MeBgetal 
so daB die ultravioletten Strahlen durch das Glas und die Ringerlésui, 
praktisch ausgeschaltet waren. Durch WKiihlung der GefaiBe wurde ve: 
hindert, dab die Temperatur in den MebgefaiBen iiber Zimmertemperat 
stieg. Fur die Bestrahlung mit ultraviolettem Licht wurde eine Quecksill 
Quarzlampe (System Hanau) verwandt. Die Gewebsschnitte befande: 
sich wahrend der Bestrahlung in Petrischalen, die in Eis gekiihlt wurde: 
sie enthielten nur so viel Ringerlésung. daB die Schnitte von der Lésuny 
gerade bedeckt waren. Unmittelbar nach der Bestrahlung wurde die Atmuny 
bzw. Glykolyse gemessen. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Tabelle TV und \ 
zusammengestellt. 

Aus den Atmungsversuchen geht folgendes hervor: 

1. Die Gewebsatmung wird durch Bestrahlung sowohl mit sicht 
barem wie ultraviolettem Licht geschadigt. Die Abnahme betrug 
unter den aus der Tabelle ersichtlichen Versuchsbedingungen 2 bis 18 ° , 

2. Die Sensibilisatoren allein bewirkten eine Abnahme der Atmung 
um 6 bis 22%. 

3. Wurden die Gewebsschnitte in Gegenwart von Sensibilisatoren 
bestrahlt, so betrug die Atmungsschadigung 17 bis 43°,. Man kénnte 
hier an eine einfache Summation der Hemmungen denken: das trifft 
aber doch nicht ganz zu. Denn wenn man in jedem Versuch den Hem 
mungseffekt von Licht mit dem Hemmungseffekt vom Sensibilisato: 
allein addiert und diese Summe (A) vergleicht mit der Hemmung (2 
welche durch die Bestrahlung der sensibilisierten Gewebe bedingt ist 
so findet man folgendes. 





Datum Seinitien A B 
1932 9 0), 
20. X. Niere 40 43 
26. X. 2 8 17 
21. X. - 23 21 
24. X. ‘“ 18 22 
2. XI. * 29 34 


Wenn wir von dem Versuch am 21. Oktober 1932 absehen, ist P 
stets gréBer als A, woraus man wohl schlieBen darf, daB die Farbstoff- 
sensibilisatoren die Lichtschadigung der Atmung beschleunigen kénnen 


1 Der Versuch mit Haut fallt aus der Reihe und soll nicht weiter beriick- 
sichtigt werden. 
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Allerdings ist diese Beschleunigung eine sehr geringe, besonders wenn 
man sie mit der enormen Wirkung der Sensibilisatoren auf die roten 
slutzellen oder Paramacien vergleicht. 

Beziiglich der anaeroben Milchsaurebildung haben die Versuche 
folgendes ergeben: 

1. Die anaerobe Glykolyse wird durch Bestrahlung mit sichtbarem 
oder ultraviolettem Licht gesteigert. Diese Férderung war sowohl 
in normalen Geweben Haut machte allerdings eine Ausnahme 
wie an dem Jensenschen Rattensarkom! nachweisbar. 

2. Farbstoffsensibilisatoren allein schadigen in der Regel die 
(:lvkolyse: nur in je einem Falle wurde mit Hamatoporphyrin und Rose 
hengale ein Férderung beobachtet. 

3. Die fordernde Wirkung des Lichtes kann man mit Farbstoff- 
sensibilisatoren nicht steigern. Der steigernde Lichteffekt schlagt 
vielmehr in Gegenwart von Farbstoffen meist in eine Schadigung 
um. Besonders ausgesprochen ist dies in den Versuchen mit Hamato- 
porphyrin. Die beobachteten Schwankungen sind vielleicht dadurch 
bedingt, daB der GarungsprozeB in der Zelle durch die fordernde Wirkung 
des Lichtes und die schadigende des Farbstoffs kompliziert wird. 

Wie die férdernde Wirkung der Bestrahlung auf die Glykolyse 
zustande kommt, ist schwer zu sagen. Vielleicht, daB hier unter dem 
EinfluB des Lichtes ein Aktivator gebildet wird, der bei der nach- 
traglichen Erstickung des Gewebes die Garungsgeschwindigkeit erhéht, 
ahnlich dem Garungsaktivator von Rosenthal*, der bei Gegenwart 
eines vergirenden Zuckers wahrend der Aerobiose gebildet wird. 


(. Der Chemismus der lebenden Zelle nach intensiver Bestrahlung des ganzen 
Tieres ohne und mit Sensibilisator. 


Aus den in den vorhergehenden Abschnitten beschriebenen Folge- 
erscheinungen der direkten Lichtwirkung auf die Gewebe Schlub- 
folgerungen zu ziehen auf das Verhalten der Organe eines Tieres, das 
intensiver Bestrahlung ausgesetzt wird, ist natiirlich nicht zulassig. 
Denn einmal ist es etwas ganz anderes, ob man Organschnitte direkt 
den Lichtstrahlen aussetzt oder ob man das Tier in seiner Kontinuitit 
bestrahlt und nachher die Organschnitte untersucht: und zweitens 
sind bei der isolierten Bestrahlung die sehr wesentlichen Faktoren 
ausgeschaltet, die wir unter dem Begriff der Korrelationsmechanismen 
zusammenfassen und die fiir die Stoffwechselvorgange in jedem Organ 
von so groBer Bedeutung sind. Hinzu kommt noch, daB durch Be- 


1 Die Ratten mit Jensen-Sarkom verdanken wir der Freundlichkeit 
des Herrn Kollegen Lasnitzki vom Krebsforschungsinstitut der Charité. 
2 O. Rosenthal, Zeitschr. f. Krebsf. 32, 220, 1930. 
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strahlung im Organismus aus physiologischen, indifferenten Substanz 
stark toxisch wirkende entstehen kénnen, wofiir bereits verschieder 
Beispiele bekannt sind, und diese gleichfalls auf die Stoffwechse 
vorginge in den Zellen von EinfluB sein kénnen. Aus allen diese) 
Griinden schien es interessant, zu untersuchen, ob und in welche: 
Weise der Gewebsstoffwechsel sensibilisierter und bestrahlter Tier 
die schwere photodynamische Erscheinungen zeigen, beeinfluBt wird 


Zum Versuch wurden méglichst weiBe, junge Meerschweinchen 1: 


Grewichten von 270 bis 370g angewandt. Zur Sensibilisierung wurde: 
10 bzw. 20mg Hamatoporphyrin (gelést in 3 bis 4cem 0,9°,ig. Nat 
03° ,ig. NagCO 3-Losung) subcutan gespritzt. Einige Stunden nac! 


der Einspritzung wurden dann die Tiere mit einer Kohlenbogenlamy» 
von 30 Amp. belichtet. Wahrend der Belichtung befanden sich die vorhe: 
rasierten Tiere bauchseits gegeniiber der Lichtquelle in) einem passend 
breiten Glasrohr, wo sie sich nicht bewegen konnten. 

Nach der Bestrahlung wurden die Tiere durch Verbluten getétet 
und aus den Organen in der iiblichen Weise 0,2 bis 0,3 :mm dicke Rasie1 
messerschnitte angefertigt. Aus der Niere wurden nur die ersten, obe1 
flachlichen Schnitte angewandt, und somit ausschlieBlich mit der Rinden 
substanz gearbeitet. Dies war nétig, um die Atmungswerte des Organ- 
untereinander vergleichen zu kénnen, da bekanntlich die Atmung der 
Marksubstanz gr6Ber ist als die der Rindensubstanz. Bei den In-vitro 
Versuchen, wo Teile derselben Schnitte untereinander verglichen wurden. 
kamen dagegen auch tiefere Schnitte zum Versuch; darum findet man 
dort mitunter héhere Kontrollwerte der Nierenatmung als hier. 


Die Ergebnisse dieser Versuche sind in der Tabelle VI zusammen- 
gestellt. 

Bei den Tieren Nr. 2, 4 und 5 haben wir auBerdem die Atmung 
der Erythrocyten untersucht. 

Das Blut wurde defibriniert, mit einer Phosphat-Kochsalzl6sung 
(8.5cem m2Na,HPO, + 1,5 ccm m2 KH,PO, + 240 ccm 0,9%ige 
Kochsalzlésung) zweimal auf der Zentrifuge gewaschen und auf das 
urspriingliche Volumen aufgefiillt. In den Hauptraum des kegelformigen 
Warburgschen GefaBes kamen 2 ccm Blutzellensuspension, der Einsatz 
enthielt 0.2 ecm 5°%,ig. KOH. Im Gasraum Luft, Temperatur 37.5° C. 

Der Sauerstoffverbrauch in 60 Minuten betrug bei 

Qe? Wee 2 os ow ges « 1m 
ae ee: ee 


oy 


Cherraschend hoch war dagegen die Atmung der Erythrocyten 
von Tier Nr. 4. Hier fanden wir 


nach 15 Minuten. ... . . 44¢emm 
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60 “ . . . es. 124 2.) )©6Sauerstoffverbrauch. 
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Somit kénnen wir sagen, das die Gewebsatmung durch die aku 
photudynamische Erkrankung des Tieres geférdert werden ka) 


So hohe Atmungswerte, wie z. B. die Leberatmung bei dem Tier Nr. 3 


zeigt (Q), — 7,17), oder die roten Blutzellen bei Tier Nr. 4 (124 cm: 

Sauerstoff in 60 Minuten). kommen bei normalen Meerschweinch: 

nicht vor. Da, wie im vorigen Kapitel gezeigt, die Nachwirkung d:. 
Lichtes in vitro sich in einer Schadigung der Atmung auBert, mub di 
hier beobachtete Zunahme der Atmung auf indirektem Wege erfolge: 

Es ist, wie schon in der Einleitung erwahnt, méglich, daB diese Wirkuny 
durch Substanzen ausgelést wird, die unter der Einwirkung des Lichtes 
im Kérper entstanden sind und die die Gewebsatmung foérdery 
(s. Mitteilung ITT). 

Auch die anaerobe Glykolyse der Organe hat bei verschiedene 
Tieren eine Férderung erfahren. Doch ist dieser Befund nicht weite: 
uberraschend, da die direkte Bestrahlung von Gewebsschnitten ebenfalls 
eine Steigerung der anaeroben Glykolyse bewirkt. 


Zusammenfassung. 

1. Die Atmung von Gewebsschnitten andert sich wahrend de: 
Belichtung mit einer Glihbirne nicht wesentlich. Wenn man abe: 
Farbstoftsensibilisatoren zufiigt, so tritt wahrend der Belichtung eine 
starke Erhéhung des Sauerstoffverbrauches ein. Diese Oxydation 
ist von der normalen Gewebsatmung scharf zu unterscheiden. Denn 
sie wird im Gegensatz zu dieser durch Blausaure geférdert und ist 
bei 20° C etwa ebenso stark wie bei 37,5°C. Die anaerobe Milchsaure- 
bildung wird unter den gleichen Bedingungen nicht beeinfluBt. 

2. Werden Gewebsschnitte mit sichtbarem Licht (Kohlenbogen- 
lampe) oder ultraviolettem Licht bestrahlt, sei es in Gegenwart oder 
Abwesenheit von Sensibilisatoren, und untersucht man unmittelbar 
darauf, so findet man eine Schidigung der Gewebsatmung. 

Die anaerobe Milchsaurebildung wird durch sichtbare und unsicht- 
bare Lichtstrahlen gesteigert, in Gegenwart von Sensibilisatoren aber 
geschwicht. 

3. Die photodynamische Erkrankung eines Tieres (Meerschweinchen) 
bewirkt meist eine Steigerung der Atmung einiger Organe. Diese Wirkung 
kommt aller Wahrscheinlichkeit nach durch die Bildung toxischer 
Substanzen wahrend der Bestrahlung zustande. Auch die anaerobe 
Glykolyse ist in den Organen solcher Tiere mitunter gesteigert. 
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iber die Wirkung des Lichtes auf den Chemismus der Zelle. 


Il. Mitteilung: 
Versuche an roten Blutkérperchen. 
Von 
J. Wohlgemuth und E. Szérényi. 


Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses, Berlin. 
(Eingegangen am 5, Juli 1955.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In der vorigen Mitteilung wurde berichtet, dab, wenn man zu 
Gewebsschnitten Farbstoffsensibilisatoren wie Hamatoporphyrin oder 
tose bengale zufiigt und nun diese mit einer Glihlampe belichtet, 
wahrend der Belichtung eine starke Erhéhung des Sauerstoffverbrauchs 
eintritt. Diese Atmungssteigerung ist von der normalen Atmung scharf 
zu unterscheiden; denn im Gegensatz zu dieser ist sie unempfindlich 
gegen Blauséure und ist bei 20°C etwa ebenso stark wie bei 375°C. 

Zum weiteren Studium dieser Photooxydation haben wir die 
Saugetiererythrocyten gewahlt. AuBer dem Vorteil, den sie als ein- 
heitliches Versuchsmaterial bieten, schien dies uns noch aus folgendem 
Grunde interessant: : 

Hasselbalch' fand im Jahre 1909, daB das Oxyhamoglobin durch 
Licht in Methamoglobin umgewandelt wird. Strahlen von der Wellen- 
lange iiber 310 uu hatten zwar eine viel geringere Wirkung als die 
unter 310 uu: doch konnte er durch Farbstoffsensibilisatoren er 
untersuchte hierbei die Farbstoffe der Fluoresceinreihe sowie das Me- 
thvlenblau diese Reaktion auch im sichtbaren Licht beschleunigen. 


' K. A. Hasselbaleh, diese Zeitschr. 19, 435, 1909. 
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Die grobe biologische Bedeutung, welche dem Methamoglobin bei viele 
Oxydationsvorgangen in der lebenden Zelle zukommt, ist erst eine E: 
kenntnis der letzten Jahre. 


1928 entdeckten Barron und Harrop', daB durch Methylenblay 
zusatz reife, kernlose Saugetiererythrocyten befahigt werden, Glucos: 
zu verbrennen. Diese Farbstoffatmung ist etwa ebenso groB wie di: 
Spontanatmung kernhaltiger Vogelerythrocyten. 


Warburg und Mitarbeiter®, sowie Wendel und Schaffer? fanden 
dann fast gleichzeitig, daB die Barron-Harropsche Reaktion mit eine: 
Methamoglobinbildung verkniipft ist. 


Warburg* bewies dann weiter, daB der Farbstoff mit dem Zucker 
baw. Zuckerabbauprodukt nicht unmittelbar reagiert, wie Barron 
und Wendel annahmen, sondern daB zunachst das Methylenblau das 
Hamoglobin zu Methimoglobin und das Methamoglobin weiter den 
Zucker oxydiert. Mit anderen direkt oder indirekt methimoglobin- 
bildenden Substanzen (Amylnitrit, Phenylhydrazin, Phenylhydroxy|- 
amin, Pyrrohamin, Phaophorbid-a, Chlorophyllderivaten usw.) konnten 
Warburg und Mitarbeiter® einen ahnlichen Effekt erzielen und in den 
meisten Fallen feststellen, daB der Mechanismus der erhéhten Oxvy- 
dation von einer Methamoglobinbildung abhangig ist. 


Es war demnach interessant, die von Hasselbalch entdeckte Photo- 
oxydation des Oxyhimoglobins zu Methamoglobin eingehender zu 
studieren, insbesondere daraufhin zu untersuchen, ob mit deren 
Hilfe eine Beeinflussung der Atmungsfunktion der roten Blutzellen 
moglich ist. 


Inhaltsiibersicht. 


Seite 
1. Uber die photooxydative Methamoglobinbildung . . . . . . . 391 
Spektroskopischer Nachweis des Methimoglobins . . . . . . . 398 
Il. Die Wirkung des Hamatoporphyrins auf die Atmung der roten 
a J ie ee a ar 
1 


Barron u. Harrop, J. exper. Med. 48, 207, 1928: J. of biol. Chem.79, 
65, 1928. 

* Warburg, Kubowitz u. Christian, diese Zeitschr. 227, 494, 1930. 

3 Wendel u. Schaffer, J. of biol. Chem. 87, 20, 1930. 

* Warburg, Christian u. Kubowitz, diese Zeitschr. 227, 245, 1930. Auf 
Grund spéterer Untersuchungen glauben allerdings Warburg und Christian 
(ebenda 242, 206, 1931), daB Methylenblau insofern auch direkt wirken 
kann, als der Reaktionsweg nicht immer iiber Methamoglobin zu gehen 
braucht; ob der direkte oder indirekte Weg iiberwiegt, hangt von der 
Konzentration des Methylenblaus ab. 

5 Warburg, Kubowitz u. Christian, ebenda 242. 170, 1931; Warburg u. 
Kubowitz, ebenda 227. 184. 1930. 
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1. Uher die photooxydative Methimoglobinbildung. 


An Kaninchenerythrocyten wurde die Methimoglobinbildung 
aus Oxyhaimoglobin unter dem EinfluB8 des Lichtes studiert, indem 
zunachst Hamatoporphyrin, dann in einer weiteren Versuchsreihe 
Rose bengale als Sensibilisator verwandt wurde. Wir konstatierten 
die Methamoglobinbildung einmal durch die Abnahme der Sauerstoff- 
kapazitat der roten Blutkérperchen nach der Belichtung in Gegenwart 
von Hamatoporphyrin bzw. Rose bengale, dann aber auch durch den 
direkten spektroskopischen Nachweis. 

Himatoporphyrin stellten wir uns aus Hamin nach der Vorschrift 
von Willstatter und H. Fischer kristallinisch dar. von Rose bengale 
wurde das Mercksche Praiparat verwandt. 


Versuchsanordnung. 


Kaninchenblutkérperchen wurden mit einer Kochsalz-Phosphatlésung 
(8,5 cem m/2 NagH PO, + 1,5cem m/2 KH,PO, + 240 cem 0,9°,ig NaCl) 
auf der Zentrifuge zweimal gewaschen und mit derselben Lésung auf das 
urspriingliche Volumen aufgefiillt. Die Farbstoffe wurden gleichtalls in 
Phosphat-Kochsalzlésung gelést; fiir die Lésung des Hamatoporphyrins 
war noch ein Zusatz von 0,1 bis 0,2°, Na,CO, erforderlich. (Die Kontroll- 
aufschwemmungen ohne Hp. enthielten gleichfalls die entsprechenden 
Na,(O,-Mengen.) Sodann wurden die Zellsuspensionen, die mit den Farb- 
stofflésungen 2: 1 verdiinnt waren, in 50cm Entfernung mit einer Kohlen- 
bogenlampe von 30 Amp. belichtet. Am Ende der Belichtung war in 
kleinerem oder gréBerem MaBe Je nach der Belichtungsdauer eine photo 
dynamische Hamolyse aufgetreten. 

Die Sauerstoffkapazitat der Blutzellensuspensionen haben wir nach 
Haldane-Barcroft in der von Warburg! angegebenen Modifikation bestimmt. 
In den Hauptraum eines kegelférmigen Warburgschen GefaBes kamen 
2c¢em m/20 Piperaziniésung und | ecm Blutzellensuspension, die Ansatz- 
birne enthielt 0,2 cem 33°. ige Kaliumferricyanidlésung. Temperatur des 
Thermostaten 20° C, Gasraum Luft. Nach Temperatur- und Druckausgleich 
wurde der Birneninhalt eingekippt. Die Millimeterdruckzunahme multipli- 
ziert mit der GefaBkonstante und 3 ergibt die Sauerstoffkapazitat von 2 cem 
unverdiinnten Blutkérperchen in Kubikmillimeter. Hierfiir zwei Beispiele : 


' Warburg, Kubowitz u. Christian, l.c. S. 1738. 
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Sauerstoffkapazitat : 
Belichtung von 2 cem unver- Methimoglobin-Bildung 


Hamatoporphyrin 
; ee diinnten Blutzellen 1 ° o des gesamten Ham 


Versuch —— = 





mg mg-° 6 Min. emm globins 
0 0 0 300 
300—1S8 
4 133 0 188 109 , MO—188 __ 5, 
300 
I - ” ~ . 300—155 
4 133 45 155 100. 300 48.5 
4 133 jn E - 300—160 a 
4: 60 100. = 46.7 
-+4mg Glucose ' 1g 300 46 
0 0 0 342 
0 0 40 340 
o 342— 329 P 
II 2 67 0 329 100. 349 3.8 
342—310 
2 67 90 310 100. 3 -_ 94 


Die beiden Versuche beweisen, daB unter dem EinfluB des Hamato- 
porphyrins schon im Dunkeln Methamoglobin gebildet wird, und dal 
durch intensive Belichtung diese Reaktion stark geférdert wird. 
Dieser letztere Befund  bestatigt somit die  Hasselbalehschen 
Angaben. 

Dieser Vorgang kann nun durch Blausdure stark geférdert werden. 
Das sei zunachst durch einen Versuch mit Hamatoporphyrin 








belegt. 
Hamatoporphyrin Be- a Methamoglobin-Bildung 
— HCN lichtung qiinnten Blutzellen i® ° o des gesamten Hamo- 
mg mg-°/> Std. emm globins 
0 0 0 0 363 
0 0 0 2 366 
0 0 3.10-° Mole 2 358 1.4 
2 67 0 0 351 3,3 
2 67 3.10°° Mole 0 344 5,2 
2 67 0 2 99 715 
2 67 3.1075 Mole 2 39 89.3 


Die fordernde Wirkung des Cyans ist schon im Dunkeln nachweisbar, 
noch besser erkennbar aber nach der Belichtung. 


Das tritt noch viel deutlicher in die Erscheinung in Gegenwart 
von Rose bengale, wie die beiden folgenden Versuche zeigen. 
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Ven. ida — a ' ———— Methimoglobin-Bildung 
inh ee coew ; £ diinnten Blutzellen i ° 0 des are n Himo- 
mg mg-°/, Std. emm ss 
0 0 0 0 207 
| 0 0 38.10-° Mole 0 266 
I 2 67 0 0 268 
2 67 3.1075 Mole 0 263 1.5 
| 2 67 0 2 258 3.3 
2 67  3.10-* Mole 2 167 37,5 
0 0 0 0 294 
Tl | 0 0 3.10-° Mole 0 293 
| 2; 67 0 2 275 6.5 
2 67 =63. 10-° Mole 2 179 39,1 


Rose bengale allein war im Dunkeln wirkungslos, was nach den 
Beobachtungen von Michaelis und Salomon! zu erwarten war. Sie 
hatten namlith gefunden, daB die Wirkung der Farbstoffe, Methamo- 
globin zu erzeugen und die Atmung der Blutkérperchen zu erhdhen, 
im gleichen Sinne steigt wie ihr Potentialbereich positiver wird. Farb- 
stoffe dagegen, welche mit den gewéhnlichen Reduktionsmitteln nicht 
oder jedenfalls nicht in reversibler Weise reduziert werden kénnen, 
zu welchen auch der Triphenylmethanfarbstoff Rose bengale gehért, 
haben gar keinen EinfluB auf die Atmung. 

In Gegenwart von Cyan sehen wir im ersten Versuch bereits im 
Dunkeln eine geringe Methamoglobinbildung, bei zweistiindiger Be- 
lichtung ohne Cyan in beiden Versuchen eine deutliche Zunahme 
(3.3 bzw. 6,5°,), und in Gegenwart von Blausaure steigt sie auf 37,5 
bzw. 39,1°.. also im ersten Versuch um mehr als das Zehnfache, im 
zweiten Versuch um mehr als das Sechsfache. 


Spektroskopischer Nachweis des Methdmoglobins. 

Nach entsprechender Verdiinnung der sensibilisierten und be- 
lichteten Blutzellensuspension war der fiir das Methamoglobin typische 
Streifen bei etwa 630 uu nachweisbar. 

Zur Identifizierung des Methamoglobins wurden noch zwei Re- 
aktionen durchgefihrt. 

1. Auf Zusatz von NaF in Substanz verschwand der Streifen 
bei 630 wu, und es trat ein neuer Streifen bei 610 uu auf. 

2. Zusatz von NaCN in Substanz bewirkte Umschlag der Farbe 
in Kirschrot und Verschwinden des Streifens bei 630 wu. Diese letztere 
Reaktion, auf die unsere Aufmerksamkeit durch das spektroskopische 
Studium der in Gegenwart von Blausaure belichteten sensibilisierten 


! LL. Michaelis u. Salomon, diese Zeitschr. 234. 107, 1931. 
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Blutzellen gelenkt wurde, wird zur Identifizierung des Methamoglobin 
wohl selten angewandt, obwohl sie den Nachweis des Methamoglobin- 
durch den Farbenumschlag schon mit bloBem Auge gestattet. Sir 
beruht darauf, daB die Blauséure das braune Methamoglobin in rote- 
Cvanmethamoglobin umwandelt, wahrend das Oxyvhamoglobin un 
beeinfluBt bleibt (Kobert!, R. v. Zeynek?). 


Il. Die Wirkung des Himatoporphyrins auf die Atmung der Blatkérperchen. 


Die von uns festgestellte Tatsache, daB Hamatoporphyrin imstand: 
ist, Methamoglobin zu bilden, und daB durch Belichtung dieser Vorgang 
gefordert wird, lieB es wiinschenswert erscheinen, den EjinfluB des 
Haimatoporphyrins auch auf die Atmung der Erythrocyten eingehend 
zu untersuchen. 


Versuch. 


Von detibriniertem Kaninchenblut wurde eine Portionemit Kochsalz- 
phosphatlésung (Zusammensetzung s. oben), eine andere mit derselben 
Lésung. die auBerdem 0.2°., Glucose enthielt, zweimal gewaschen und aut 
das urspriingliche Volumen autgefiillt. 


Zum Versuch wurden in den Hauptraum der kegelf6rmigen Warburg- 
schen MeBgetaBe 2ccm Zellsuspension gefiillt sowie |ecem Phosphat- 
Kochsalz- bzw. Phosphat-Kochsalz-Glucoselésung, die 0.15°, NagCO, und 
in den entsprechenden GefaBen 1 mg Hamatoporphyrin enthielten. Der 
Einsatz enthielt 0.2 cem 5°, ige Kalilauge, der Gasraum war Luft. die 
Versuchstemperatur 37,5°C. Der Sauerstoffverbrauch war: 





Nach 30 Min. Belichtung 
mit einer Kohlenbogen- 





Ohne +1mg ant ae fia 
ieee : aie Ss _ lampe von 30 Amp. in 50¢em 
Hamatoporphyrin Himatoporphyrin Entfernung + 1mg Himato 
Zeit porpbyrin 
ae | oa, | cme | ea, | ee Cea 
Glucose Glucose Glucose Glucose Glucose Glucose 
emm Og emm (hy emm Op» emm Op, emm UO», emm Op» 
Nach 15 Min. 2.8 1,2 7,2 5,2 8.4 7.5 
ae ss 6.3 3,7 12.6 9,7 12.6 11,9 
60. 11,9 8,1 19,8 14,9 14, 12,5 
‘— e ee 26.4 20.7 | Starke Starke 


“" \ Hamolyse Hamolyse 


Der Einflu&8 des Hamatoporphyrins auf die Atmung der Erythro- 
cyten ist unverkennbar, die Steigerung des O,-Verbrauchs ist ein Viel- 
faches gegeniiber der Atmung ohne Hamatoporphyrin. 

Der veratmete Sauerstoff greift dabei die Glucose nicht an, eher 
sieht es so aus, als ob die Glucose diese Atmungskatalyse etwas hemmen 


1 R. Kobert, Pfliigers Arch. 82, 615, 1900. 


> Riv. Zeynek, Zeitschr. f. physiol. Chem. 33, 426, 1901. 
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virde, geradeso wie bei der normalen Atmung der kernlosen Saugetier- 


erythrocyten?. Eine vorherige Belichtung erhéht noch weiter die 
\tmungskatalyse, sie wird aber durch die bald auftretende Hamolyse 
schnell verdeckt. Aus diesem letzteren Ergebnis geht hervor, daB diese 
\tmung ebenso wie die normale Gewebsatmung an die Zellstruktur 
vebunden ist: denn sie wird Null, sobald die Hiamolyse eine voll- 
standige ist. 

Aus dem Nachweis einerseits, dais Haimatoporphyrin aus Oxy- 
hamoglobin Methaimoglobin bildet, und aus dem Befund andererseits, 
da Hamatoporphyrin den Sauerstoffverbrauch der roten Blutzellen 
betrachtlich steigert, kénnte man versucht sein zu folgern, daB die 
gesteigerte O,-Konsumption auf einer direkten Oxydation durch 
Methamoglobin beruht. Diese Folgerung ware aber falsch. 

Ein kurzdauernder Atmungsversuch mag das illustrieren, in dem 
wir Blutkérperchen mit und ohne Hamatoporphyrin atmen_ lieBen 
und die Sauerstoffkapazitat am Ende des Versuchs mit der Anfangs- 
kapazitat verglichen. 

Das Blut wurde einem Kaninchen entnommen, das infolge haufiger 
Aderlasse anamisch war und darum hohe Atmungswerte zeigte. 


2 ecem rote Blutzellen ? in Phosphat-Wochsalzlésung ohne Glucose. Versuchs- 
temperatur: 37,5°C.  Gasraum: Luft. 





Kontrolie 


ohne Hamatoporphyrin mit 2 mg Hamatoporphyrin 
emm cmm 


Oo-Verbrauch nach 45 Min... . 27 49) 
G.-Mapestét ¢—= 0 ....-+ 279 226 
. eT ake obec 228 


Durch die Zugabe von 2 mg Hamatoporphyrin ist die Sauerstoff- 
kapazitat der Blutzellen noch vor Beginn des Atmungsversuchs von 
279 auf 226cmm gesunken: 19°, des gesamten Oxyhamoglobins ist 
demnach in wenigen Minuten in Methimoglobin umgewandelt worden. 
Wenn nun die durch das Hamatoporphyrin gesteigerte Oxydation 
des Zellsubstrats direkt durch das dreiwertige Eisen des Methamo- 
globins erfolgt ware, so hatten wir infolge der Reduktion des dreiwertigen 
Eisens des Methamoglobins zu dem zweiwertigen des Oxvhamoglobins 
am Ende des Versuchs eine Zunahme der O,-Kapazitat feststellen 


1 Warburg u. Kubowitz. |.e. fanden gleichfalls, daB der Sauerstoft- 
verbrauch der Erythrocyten kleiner ist, wenn Glucose zugesetzt wird. 
2 Zweimal mit Phosphat-NaCl-Lésung gewaschen. 
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miissen. Wir fanden aber, daB die Kapazitat konstant blie! 
und somit, daB an der Oxydation keinesfalls Methamoglobin  b 
teiligt war. 

Nun haben Warhurg und Kuhowitz!, wie schon oben erwahnt 
gefunden, daB Blutfarbstoffe den O,-Verbrauch der Erythrocyte: 
erhéhen kénnen. Sie untersuchten die Wirkung verschiedener Hamin 
und fanden, daB Bluthamin schwach, Pyrohamin und Phaophorbid-a 
Hamin auberst wirksam sind. Sie nehmen an, da8 hier das Hamineise 
das Eisen des Hamoglobins oxydiert und das Methamoglobin den Zucker 
und daBes sich so um eine gekoppelte Eisenkatalyse handelt, in der zw: 
Eisenatome — das autoxydable Eisen des Hamins und das nicht 
autoxvdable des Hamoglobins — zusammenwirken. 


Auch das Hamatoporphyrin ist. obwohl es eine eisenfreie Ver 
bindung ist, in hohem MaBe befahigt. Methamoglobin aus Oxyhamo 


globin zu bilden. Trotzdem scheint — im Gegensatz zu den Hamin 
versuchen von Warburg und Kubovwitz an dem Mechanismus der 


Atmungserhoéhung durch Hamatoporphyrin Methamoglobin nicht direk? 
beteiligt zu sein. Worauf diese Divergenz zuriickzufiihren ist, ins- 
besondere weshalb in Gegenwart von Hamatoporphyrin Glucose von 
Methamoglobin nicht angegriffen wird, entzieht sich unserer Kenntnis 
Vielleicht liegt die Ursache in einer verhaltnismaBig geringen Methamo- 
globinkonzentration, vielleicht spielen hier aber auch noch andere 
bisher unbekannte Momente eine Rolle. 


Ill. Der Einflu8 des Lichtes auf den Sauerstoffverbrauch der sensibilisierten 
roten Blutzellen. 


1.2 mg Hamatoporphyrin verursacht im Dunkeln eine etwa 100 ° ,ige 
Atmungssteigerung der roten Blutzellen. Wenn man nun diese Blut- 
zellen belichtet, so tritt ein 





= - noch weitere Erhéhung = des 
ie hit; | a Sauerstoffverbrauchs auf, die bei 
al — = im Dunkein A unserer Versuchsanordnung (Be- 
F ri lichtung mit einer 75-Watt- 
ae ge Sea ly | | Lampe von seitwarts in etwa 
a rf — | Wem Entfernung) etwa 3 bis 
7, at 400°, ausmacht. Diese Wirkung 

= RS EE, oa ie 


ist im Gegensatz zur Dunkel- 
wirkung des Hamatoporphyrins. 

0 2% 8 90 WW 60 BO 2M .. : 
Minuten die nur an intakten Blutzellen 
Abb. 1. auslosbar war, nicht an die 





1 Warburg u. Kubowitz, |. c. 
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struktur gebunden. Sie ist an hiamolysierten Blutzellen  sogat 
ch gréBer als an den intakten. Als Beispiel soll cin’ Versuch 


iche Versuchsprotokoll L) sowie obiges Diagramm dienen. 

Kine Erklarung fiir diesen Vorgang des O,-Verbrauchs zu finden, 
war nur so méglich, daB man ermittelte, wieviel Kohlensaure hierbei 
vebildet worden war, und wie das Verhaltnis zwischen gebildeter 
Kohlensaure und verbrauchtem Sauerstoff ist, mit anderen Worten, 
welchen Wert der respiratorische Quotient bei einer solchen Photo- 


oxydation zeigt. 


Die Kohlensdure produktion wdahrend der Photooxrydation. 


Blutkoérperchen wurden mit) Vhosphat-NKochsalzlosung zweimal ge 
waschen, mit Aqua dest. auf das urspriingliche Volumen aufgefillt und 


schheBlich mit so viel Hamatoporphyrin versetzt, daB 2 cem hamolysierte 


Blutzellen Img davon enthielten. Der respiratorische Quotient wurde 
nach Warburg! bestimmt. In drei kegelf6rmige GoefaiBe kamen je 2 c¢em 


obiger Fliissigkeit. Der Einsatz von GefaB 1 enthielt Kalilauge, die Ein 
sitze von GeféB 2 und 3 blieben leer. Temperatur war 37,5° C, Crisraum 
Luft. Zur Zeit t, wurde GefaB 3 aus dem Thermostaten genomimen und 
diente zur Bestimmung der chemisch gebundenen Kohlensaure zur Zeit ¢, 
GefaB lund 2 wurden in 10em Entfernung mit einer 75-Watt-Birne be 
lichtet; sie dienten zur Ermittlung des Sauerstoffverbrauchs und der an 
den Gasraum abgegebenen Kohlensaiure wahrend der Belichtung. 

Zur Ermittlung der chemisch gebundenen Kohlensaiure wurden im den 
Hauptraum von GefaB 2 und 3 je 0.2 cem 33° ige Kaliumferricyanidlosung 
zugefiigt und in die Ansatzbirne 0.2 com 6 n Essigsaure. CGasraum war Luft. 
Temperatur 20°C. Da mit hamolysierten Blutzellen gearbeitet wurde, war 
Piperazinzugabe tberfliissig. 


Wir fanden: 


Sauerstoffverbrauch in 120 Minuten No, . ... 0.0... 90° erm 
Kohlenséure an den Gasraum abgegeben in 120 Minuten X, O» 0 
Chemisch gebundene Kohlensaiure zur Zeit ¢ es i a. 28.6 
Chemisch gebundene Kohlensaéure zur Zeit ¢ 120 Minuten 32.8 
Zunahme der chemisch gebundenen Kohlensaure in 
IG RS Go le S. da ee ee we ee 1,2 
Xeo, Gf Xvo, 4.2 


Respiratorischer Quotient 0.047. 


a 90) 

Demnach ist die Menge der gebildeten Kohlensaure im Vergleich 
zum Sauerstoffverbrauch verschwindend klein; denn auf 20 Mol ver- 
atmeten Sauerstoff kommt nur etwa 1 Mol abgespaltene Kohlensaure. 


EinfluB der Temperatur und der Blausdure aut die Photooxrudation. 
Wie die photochemischen Reaktionen im allgemeinen ist auch die 
Wirkung des Lichtes auf die sensibilisierten Blutzellen in einer breiten 
Zone fast unabhaingig von der Temperatur. 


' Warburg, Kubowitz und Christian |. ¢. 


Biochemische Zeitschrift Band 264. % 





398 J. Wohlgemuth u. EB. Szérényi. 


2cem hamolysierte Blutzellen hatten in Gegenwart von 1,2 n 
Hamatoporphyrin wahrend 30 Minuten Belichtung in lO em En 
fernung mit einer 75-Watt-Lampe bei 15°C denselben Sauerstof: 
verbrauch wie bei 37,5°C (s. Versuchsprotokoll [1). 

In Gegenwart von 6.10-5 Mole Blauséiure haben wir eine E: 
héhung der Photooxydation wie bei Gewebsschnitten gefunden. Ds 
bei diesen Versuchen die Lichtintensititen bei der Bestrahlung de: 
beiden GefaBe nicht genau gleich groB waren, wollen wir jedoch auf dies: 
Erhéhung kein besonderes Gewicht legen, sondern uns nur mit de 


Feststellung begniigen, dal} Blausdure diesen Oxrydationsvorgang nich! 


vergiftet. 
Andere Reaktionen. 
1. Wirkung optischer Desensibilisatoren. 

In einer friiheren Mitteilung! konnte gezeigt werden, daB die in 
der photographischen Technik als ,,optische Desensibilisatoren** be 
kannten Farbstoffe sensibilisierte rote Blutkérperchen und Paramaecie 
vor der schadigenden Wirkung des Lichtes schiitzen kénnen. Von diesen 
Farbstoffen, von denen die bekanntesten Pinakryptol griin, Pina 
kryptol gelb und Phenosafranin sind, haben wir nur den ersten ver 
wandt und gepriift, wie er auf die Photooxydation wirkt. Wir fanden. 
daB die Sauerstoffabsorption wahrend der Belichtung in Gegenwart 
von 1,2 mg Hamatoporphyrin bereits von 0,08 mg Pinakryptolgriin 
also! ,; Gewichtsteil des Hamatoporphyrins, um 693°, gehemmt 
wird (s. Versuchsprotokoll III). In Gegenwart von 10- bis 20ma! 
soviel Pinakryptolgriin fallt das Hamatoporphyrin aus, so daB dic 
Hemmung nur vorgetaéuscht wird. 

2. Rose bengale. 

tose bengale wirkt in ahnlichem Sinne wie Hamatoporphyrin. 
nur viel schwacher. 

Wir fanden z. B., daB 2 com haimolysierte Blutzellen in Gegenwart 
von 1,2 mg Rose bengale waihrend 30 Minuten Belichtung mit eine: 
75-Watt-Birne in 10 em Entfernung bei 37,5° C im Durchschnitt 6 ¢mm 
Sauerstoff absorbieren, wahrend unter denselben Bedingungen 1,2 mg 
Hiaimatoporphyrin einen Sauerstoffverbrauch von 22> bis 24 e¢mm 
verursacht. 

Bei photodynamischen Hamolysen- und Tierversuchen ist abet 
umgekehrt Rose bengale etwa 2mal so wirksam als Himatoporphyrin. 
in Paramaecienversuchen sogar iiber 30mal. Das scheint uns aus 
folgendem Grunde bemerkenswert : 


E. Szérényt, diese Zeitschr. 262, 113, 1932. 
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Gaffron' hat anlaBlich seiner Untersuchungen iiber die Photo 
oxydation im Serum die Theorie aufgestellt, daB der Tod sensibilisierter 
Tiere bei Bestrahlung die Folge einer photooxydativen Zerstérung 
des EiweiBes ist. Demnach miiBte ein Farbstoff ceteris paribus photo- 
dynamisch um so starker wirken, je wirksamer er in photooxydativer 
Hinsicht ist. Daraus wiirde zu folgern sein, daB Rose bengale, ent- 
sprechend seiner schwachen photooxydativen Leistung auch eine 
viel schwachere photodynamische Wirkung besitzt als Himatoporphyrin. 
Aber gerade das Gegenteil ist. wie wir vorhin bereits erwahnten, der 
Fall. Es hangt demnach die photodynamische Wirkung eines Farbstoffs 
doch wohl nicht ausschlieBlich von seiner eiweiBoxydierenden Fahigkeit 
ab. Vielmehr dirften noch andere Momente hierbei eine Rolle spielen, 
wie die Spaltung der Sensibilisatoren selber (Harris) oder die Umwand- 
lung anderer Zellbestandteile unter dem Einflu} sensibilisierten Lichts 
in toxische Produkte. 

In dieser Hinsicht ware es interessant, die chemische Lichtwirkung 
an den Lipoiden eingehender zu studieren. Wir selbst haben in einigen 
orientierenden Versuchen eine photooxydative Zerst6rung des Lecithins 
(Lecithin puriss. ex ovo Merck, in Phosphat-Kochsalzlésung fein emul- 
giert) nicht feststellen kénnen. Cholesterin zeigte unter denselben 
Bedingungen nur einen geringen Sauerstoffverbrauch. Aber es ist 
ja keineswegs gesagt, das durch sensibilisiertes Licht ausschlieBlich 
oxydative Vorginge ausgelést werden. 


3. Glutathion. 

Die Oxyform des Glutathions (Hoffmann-La Roche) war ohne 
KinfluB auf die Photooxydation. Auch die normale Atmungsfunktion 
der roten Blutzellen bleibt durch Glutathion unbeeinfluBt. Das haben 
bereits Michaelis und Salomon? festgestellt, wahrend Miller und Cron- 
heim® im Hochgebirge einen gesteigerten O,-Verbrauch an mensch- 
lichen Erythrocyten in Gegenwart von Glutathion beobachten konnten, 


IV. Der EinfluB der Belichtung auf die Barron-Harropsche Reaktion. 


Michaelis und Salomon* hatten gefunden, da®B die Wirkung des 
Methyvlenblaus auf die Atmung der roten Blutzellen durch Belichtung 
zu steigern ist, daB im Gegensatz dazu das Licht auf die Atmung von 
Erythrocyten in Gegenwart von Gewebsextrakten ohne EinfluB bleibt. 

Da Methylenblau eine photodynamisch wirkende Substanz_ ist. 
war auf Grund der im vorigen Kapitel mitgeteilten Ergebnisse dic 


1 H.Gaffron, ebenda 179, 157, 1926. 

2 Michaelis u. Salomon, J. of gen. Physiol. 18, 683, 1930. 

3 FF. Miiller u. G. Cronheim, diese Zeitschr. 234, 302, 1931. 
4 Michaelis u. Salomon, |. ¢. 
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Annahme naheliegend, daB dieser Belichtungseffekt vielleicht au 
auf cine Photooxydation zuriickzufiihren ist. 


In Gegenwart von 0.1 bis 0.2 mg Methvlenblau und 0.2°, Gluc 
konnten wir bei unserer Versuchsanordnung (Belichtung mit. ei 
75-Watt-Birne in etwa 10cm Entfernung) keine oder nur eine gerineg 
Steigerung des im Dunkeln schon sehr groBben Sauerstoffverbrauc! 
der Blutzellen feststellen: bei gréBerer Methylenblaukonzentrati 
war der Lichteffekt gréBer. 

Wenn Glucose fortgelassen wird, so mibt man infolge des dur 
Methimoglobinanhaufung frei werdenden Sauerstoffs geringe Druc! 
zunahmen. Wenn dann Blausdure zugefiigt wird, so kann man se} 
schnell das gesamte Oxyhamoglobin in Methamoglobin umwandel: 
Diese glucosefreien methylenblau- und methimoglobinhaltigen Zell: 
haben im Dunkeln keinen Sauerstoffverbrauch: wenn sie aber belichte: 
werden, so tritt ein Sauerstoffverbrauch ein, der bedingt ist durch ein: 
rein photooxydativen Vorgang. 


Als Beleg sollen folgende zwei Versuche dienen: 


2 cem glucosefreie Erythrocyten in Phosphat-Kochsalzlésung. Termperatu 





37.5°C. Gasraum: Luft. 
I II 
Versuchsdan 0.2 mg Methylenblau O.5r 
ee 24.10-5 Mole HCN 0.7 





Sauerstoffverbrauch in emm 


nach 30 Minuten im Dunkeln . 2 
nach 30 Minuten Belichtung mit 

einer 75-Wattlampe in 19 em 

ee ee ae 27 24 


O,-Kapazitat am Ende des Atmungsversuchs 0. 


Hiernach schien es uns sehr wahrscheinlich, daB auch in Gegenwart 
von Glucose der durch Methylenblau — Licht verursachte Sauerstoff- 
verbrauch sich aus zwei Komponenten zusammensetzt, und zwar 
1. aus dem zur Verbrennung der Glucose erforderlichen Anteil und 2. dem 
fir Photooxydation verbrauchten. 


Diesen letzteren nachzuweisen war nur so méglich, daB man neben 
dem verbrauchten Sauerstoff auch die abgegebene Kohlensaure be- 


stimmte. Bei reiner Zuckerverbrennung ist das Verhaltnis von CO, 0, 


ein ganz bestimmtes. Es andert sich, sobald neben dem Zucker noch 
andere Substanzen verbrennen, die bei ihrer Oxydation wenig oder 
gar keine Kohlensaure liefern. In diesem Falle miiBte die Kohlensaure- 


1 Siehe Warburg, Kubowitz u. Christian, diese Zeitschr. 227, 259, 1930. 
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wabe im Verhaltnis zum verbrauchten Sauerstoff betraichtlich sinken 
und dementsprechend der respiratorische Quotient kleiner werden 


Nach Warburg! besteht die Methylenblauatmung in einer unvoll- 
stindigen Glucoseverbrennung, bei welcher Brenztraubensiure gebildet 
wird, Er fand emen respiratorischen Quotienten von nur 0.785 und 
erklart diesen niedrigen Wert so, daB von den 3 Molekiilen Glucose, 
die oxydativ zerst6rt werden, 1 Molekiil vollstandig verbrennt und 
2 Molekiile nur zu Brenztraubensiure oxydiert werden. 


Wir fanden in einem Versuch ohne Belichtung einen respiratorischen 
(uotienten von 0,800 und wihrend der Belichtung einen solchen von 
0.658. In einem anderen Versuch war der respiratorische Quotient 
wihrend der Belichtung sogar auf 0.503 gesunken. Somit war die 
obige Annahme_ bewiesen. 


Den respiratorischen Quotienten haben wir nach Warburg be- 
stimmt. Hierfiir erforderliches, iiber Kalilauge destilliertes Piperazin 
verdanken wir der Freundlichkeit der I. G. Farbenindustrie. 

Als Beispiele sollen zwei Versuchsprotokolle dienen (IVA und B). 


Zusammenfassung. 


1. Wenn man rote Blutkérperchen in Gegenwart von Hamato- 
porphyrin bestrahlt, so bildet sich Methimoglobin: diese Methimo- 
globinbildung tritt auch schon ohne Belichtung ein. Blausiure fOrdert 
diesen ProzeB, was besonders bei Verwendung von Rose bengale als 
Sensibilisator zu beobachten war. 


2. Hamatoporphyrin steigert die Atmung der Erythrocyten schon 
im Dunkeln. Diese Steigerung ist noch gréBer, wenn man die Blutzellen 
vorher intensiv belichtet hat. 

3. Schaltet man wahrend des Atmungsversuchs cine Lichtquelle 
ein, so steigt der Sauerstoffverbrauch um 300 bis 400°,. Diese Wirkung 
ist im Gegensatz zu der eigentlichen Atmung nicht an die Zellstruktur 
gebunden, sie ist sogar an hamolysierten Blutzellen noch gréBer als an 
intakten. Die hierbei gebildete Kohlensiure ist im Vergleich zum 
verbrauchten Sauerstoff verschwindend klein. Diese Photooxydation 
ist unabhangig von der Temperatur und wird von Blausaure nicht ge- 
hemmt. Von optischen Desensibilisatoren wie Pinakryptolgriin wird 
diese Photooxydation stark gehemmt. 


4. Es besteht kein Parallelismus zwischen photooxydativer und 
photodynamischer Wirkung von Sensibilisatoren. So wirkt z. B. Rose 


! Siehe Warburg, Kubowitzu. Christian, diese Zeitsehr. 227, 259. 14380 
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bengale photooxydativ wesentlich schwacher auf rote Blutzellen as 
Hamatoporphyrin, ist diesem aber in seiner photodynamischen Wirkuny 
auf das Tier um das Doppelte iiberlegen. 

5. Weder die normale Atmung roter Blutzellen, noch die Phot 


oxydation werden durch Glutathion beeinfluBt. 


6. Die steigernde Wirkung des Lichtes auf den O,-Verbrauc|; 
im Barron-Harropschen Methylenblauversuch ist so zu erklaren, dati 
neben dem zur Verbrennung der Glucose erforderlichen Sauerstof! 
ein Teil fiir photooxydative Zwecke verbraucht wird, was durch das 
Absinken des respiratorischen Quotienten bewiesen wird. 


V. Versuchsprotokolle. 
I. Photooxydation mittels Hdmatoporphyrin in roten Blutzellen. 


Mit Kochsalz-Phosphatlésung gewaschene Kaninchenerythrocyten, 





Temperatur = 37,5°C, Gasraum: Luft. 
| Il 
Ohne Glucose 4mg Glucose 
. ? { 2cem rote Blutzellen + 0,7 cem Phos- 
Meuptvaum ......-. \ phat-Kochsalzlisung 
a ee a ee ee 0.3 com = 1,2 mg Hiamatoporphyrin 
a ae er ae 0,2 cem 5° sige KOH Anmerkung 
a eC a 14,60 com 14,10 cem 
a a oak es 0-05 , 1,291 1,247 
2 
Zeit Sauerstoffverbrauch in emm 
lar 5 Min. ) 0.6 
_ = on Nye teed 4 +" | Im Dunkeln. 
Mris 5.3 3.6 Belichtung mit einer 
60 79 54 75 Watt-Lampe. 
‘ ee Se Positiver Ausgleich —"*~ amen ein- 
gekippt. 
25 0 
30 ” SS ee le, ‘ 10,4 Im Dunkeln. 
eee ee 17,1 15.4 J 
120 27.5 24,1 | ' 
” vu gfe $4 = Belichtung. 
— ae ae 36 31,1 } 
es Ge Se tee. 39,2 34.2 Im Dunkeln 
5 9 9 
e 165 Bat” A nt il La 48,2 41,2 Belichtung. 
a ee 58,6 48.7 | 
195 61,2 511 | 
” ee oa ae aa ms Im Dunkeln. 
— Fo 61,2 51,1 | 
225 , js 72.2 61,1 | 


Belichtung 


TN Ce 84.6 68.6 | 
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I. leicht, II. starker hameolytisch; um vollstandig zu hamolysieren. 


wird je lcem Aqua dest. zugefiigt, dadurch wird: 





4.2. com 4.2 ccm 
13,60) . B10, 
A a ee . ha 1,206) 1,162 Anmerkung 
=@ ° 
Zeit Sauerstofiverbrauch in cmm 
Nach 16 Mim. .. 2. 15,7 14.5 Belichtung 
is. : 17,5 16.8 
” . tt Im Dunkeln 
21 ” a ae a lio 16.5 | 
; “4 eer. 19.9 19.1 Belichtung 


Il. Einflup der Temperatur. 


Kaninchenblut, defibriniert. mit) Phosphat-Kochsalzlésung zweimal ye- 
waschen und mit destilliertem Wasser auf das urspriingliche Volumen 
aufgefiillt.  Crasraum: Luft. 








lemperatur... . a 15° C 375° ¢ 

Hampivamm 2.656 ss 2 2cem hamolysierte Blutzellen + Lecem Phosphat-Kochsalz 
lisung + 1,2mg Hp 

RRs 6.5 aa 06 SH eS 0,.2cem 5° ,ig. KOH 

i 17,30 cem 17,30 cem 

G 

E aT 247 

Nx Sait a soles, 1 ‘ 

Zeit Sauerstoffverbrauch in emm 
Nach S30 Mim. « :. .« . 22,9 23 


LIT. Die Wirkung des Pinakryptolgriins. 
Kaninchenserum mit Phosphat-Kochsalzlosung 1: 10 verdiinnt. Belichtuny 
mit einer 75-Watt-Birne von l2em Enttfernung. Temperatur: 37,5° ( 
(rasraum: Luft. 





I II 
Hauptraum . . ‘ 2cem Serum 1:10 verdiinnt 
+ 1,2 mg Hp. + 008 ng Pinakryptolgrir 
a ee 0.08 ng Pinakryptolgriin 12mg Hp 
a eee 0.2eem 5° ,ig. KOH 
Up . . . . . . . he eem 
ee a ea 14.60 cem 14.10 cem 
. at , 
Big, <6 ses 1,291 1,24 
Zeit Sauerstoffverbrauch in emm Hemerkung 
bis 15 Min. 3.4 ) Im Dunkeln 
15 bis 45 os 51 Dy Belichtung 
Birneninhalt eingekippt, nach Druck- und 
Temperaturausgleich : 
59 bis 80 Min. 15,5 32.4 Belichtung 


I. Hemmung 69,6%. 
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I y. Du Tse SHIM des re SPLraloriese hen (Joti nten der Methule nhlauatinie 


A. Ohne Belichtung. 


Detibriniertes Kanimechenblut wurde mit Phosphat-Kochsalz, 0,2 


Glucoselésung zweimal gewaschen, auf das urspriingliche Volumen au 
gefillt und mit so viel Methvlenblau versetzt, daB 2 ccm der Autschwemmut 
0.2meg enthielten. 


In den Hauptraum der GefaBe I, IT und Ill kamen je 2 cem obig 


Autschwemmung. Der Einsatz von GefaB 1 enthielt Kalilauge, die Ein 
sitze von Gefab Il und III blieben leer. Gefa8 I1] wurde zur Zeit t, au 
dem Thermostaten genommen und diente zur Ermittlung der chemisc!} 
gebundenen Kohlenséure zur Zeit ¢ 0. 


Temperatur: 37.5°C, Gasraum: Luft. 





I ll 
ne 2cem obiger Blutzellen 2cem Blutzellen 
ER «ace + 8 & 4 oe a << 2eem 5°/,ige KOH 
Ugr scree ee eerees 15,60 cem 15,30 cem 
ae ee ee 1,375 1,353 
Koo, Le. eee See 1,460 
Nach 60 Minuten ... . — 89 mm — 46mm 

Demnach: Sauerstoffverbrauch in 60 Minuten: Yo, 122.4 ¢mm 


Kohlensaéure an den Gasraum abgegeben in 60 Minuten: 


122.4 


1.353 }- 1,460 72,9 cmm. 


Xeo, : (46 — 


Um die chemisch gebundene Co, zu bestimmen, wurden zu 1 ccm Zell 
suspension von Gefa8 I] und II] je 2. cem m, 20 Piperazinl6sung und 0,2 cem 


33°, K,|Fe(CN),] zugefiigt, in die Ansatzbirne kam 0.2 cem 6n Essig- 
siure. Das Piperazin war iiber Kalilauge destilliert (2 cem der m/20 


Lésung enthielten 120 bis 140 crnm Kohlenséure). Gasraum: Luft, Tempe- 
ratur: 20.0°C, 


Nach Einkippen der Essigsaure, Kohlensaéure in Kubikmillimeter: 





= 0 t = 60 Min. 
Keo, == 1,555 Keo, = 1,609 
150.8 163.5 


Zunahme der chemisch gebundenen Co, 
X¢o, (163,3 150,8) . 2 25 ¢mm, 


und somit der respiratorische Quotient: 


Xceo, + Xeo, 72,9 + 25 
Xo, 122.4 


0,800. 
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B. Wahrend Belichtung. 
2cem der Blutzellensuspensionen enthielten 0.5mg Methylenblau. Be 
ichtung mit einer 75-Watt-Birne in lO em = Entiernune. Temperatur : 
37.5°C.  Gasraum: Luft. 





I II 
cl ae ae 2ceem Blatzellen 2cem Blutzellen 
Es 5s. ee a. O.2cem 5°, ige KOH — 
ee ee a 15,60 cem 15.30 e¢em 
Cr 1,377 1,350 
Keo, - ++ ee ee 1,457 
Nach 60 Min.. ..... — 66,5 mm — 42.5 mm 

Demnach: Sauerstoffverbrauch in 60 Minuten: Yo, 91,6 cmm. 

Kohlenséure an den Gasraum abgegeben in 60 Minuten: 


91.6 


[350 ) + 1,457 37,3 emm. 


Xco, = (42,5— 


Die chemisch gebundene Kohlenséiure in Kubikmillimeter.  (‘Temperatur: 
20.08 C. Gasraum: Luft). 





to t = 60 Min. 
Keo, = 1,648 Keo, = 1,606 
145.0 149.4 


Zunahme der chemisch gebundenen Kohlenséure in 60 Minuten: 
Xie (149.4 145). 2 8.8 ¢mm. 
CO. 


Respiratorischer Quotient: 


Xco, T Xco, 37.3 +88 
Xo. 91,6 


0,503. 





Uber die Wirkung des Lichtes auf den Chemismus der Zelle. 


Il]. Mitteilung: 


EinfluB8 des Histamins. 


Von 
J. Wohlgemuth und E, Szérényi. 


Aus der chemischen Abteilung des Rudolf Virchow-Krankenhauses, Berlin. ) 


(Eingegangen am 5. Juli 1933.) 


In einer vorhergehenden Mitteilung hatten wir den Nachweis 
erbracht, daB, wenn wir Tiere mit einem Farbstoff sensibilisierten und 
sie intensiver Bestrahlung so lange aussetzten, bis sich deutliche Symp- 
tome einer akuten photodynamischen Erkrankung einstellten, in ver- 
schiedenen Organen gesteigerte Gewebsatmung  festzustellen war. 
Diese Wirkung erkliiten wir uns unter anderem so, daB sie durch 
Substanzen ausgelést werden kénnte, welche sich unter dem Einflui 
des Lichtes aus sonst indifferenten Zellbestandteilen gebildet haben. 


Wir dachten dabei in erster Reihe an das Histamin. Es entsteht, 
wie Ellinger! gezeigt hat, unter der Einwirkung von ultraviolettem 
Licht auf Histidin. Es bildet sich auch, wenn man Tiere intensiver 
Sonnenbestrahlung fiir mehrere Stunden aussetzt. Derartige Versuche 
hat im hiesigen Laboratorium Aawaguchi* ausgefiihrt, indem er Meer- 
schweinchen nach Entfernung der Riickenhaare fiir viele Stunden 
in strahlendes Sonnenlicht brachte und nachher die Haut der Tiere 
auf ihren Gehalt an histaminahnlichen Kérpern mit der T'rendelen- 
burgschen Versuchsanordnung untersuchte. Dabei zeigte sich, dab, 
waihrend Extrakte aus der Haut nichtbestrahlter Tiere nur einen ganz 


' Fr. Ellinger, Arch. f. exper. Pathol. 136, 129, 1928. 
2S. Kawaguchi, diese Zeitschr. 221, 232. 1930. 
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geringen Effekt auf die glatte Muskulatur des Meerschweinchendarms 
auslésten, die Extrakte bestrahlter Tiere sehr wirksam waren, und daB 
ferner nicht bloB die direkt bestrahlten Hautpartien wirksam waren, 
sondern auch die Bauchhaut, die von den Sonnenstrahlen nicht ge- 
troffen wurden. Ellinger hat mit ultraviolettem Licht auch einen solchen 
Effekt beobachten kénnen. 


Hiernach schien es uns méglich, daB zwischen der Bildung von 
histaminahnlichen Produkten bei Bestrahlung und der von uns auf- 


gefundenen Atmungssteigerung der Organe nach Belichtung ins- 
besondere der Haut vielleicht doch ein kausaler Zusammenhang 


bestehen kénnte. 

Wir haben nun an verschiedenen Meerschweinchenorganen unter- 
sucht. ob und in welcher Weise der CGewebsstoffwechsel cinerseits 
durch Histidin und andererseits Histamin beeinfluBt wird. 

Fir Histidin ergab sich nur eine ganz geringe Atmungs- 
steigerung der Leberzelle, waihrend Niere und Haut nicht beeinfluBt 
wurden. 


Im Gegensatz dazu ist Histamin befahigt, die Atmung aller darauf- 
hin untersuchten Organe zu erhéhen. Die gréBte Atmungszunahme 
wurde an Leber- und Hautschnitten ermittelt: hier ergaben sich Stei- 
gerungen um das Zwei- bis Dreifache. Die Atmung der Niere und der 
GroBhirnrinde stieg nur um etwa 25°,. 

Das Jensen-Sarkom wird in seiner Atmung durch Histamin nicht 
beeinfluBt.  Desgleichen bleibt auch die anaerobe Milchsaurebildung 
nach Histaminzusatz unverandert sowohl bei normaiem Gewebe wie 
beim Jensen-Sarkom: auch die aerobe Milchsaurebildung beim Jensen- 
Sarkom andert sich nicht. 

Diese Ergebnisse sind einstweilen nur als Beitrage zur biologischen 
Wirkung des Histamins zu werten. Sie kénnten auch als Beleg fiir die 
von uns a. a. O. geauBerte Vermutung gelten, daB unter dem Einflu 
des Lichtes sich im Organismus aus nichttoxischen Zellbestandteilen 
Substanzen bilden kénnen, die den Zellchemismus aus seiner physio- 
logischen Bahn herauszudringen vermégen. Doch wire noch erst 
der Beweis fiir die direkte Abhangigkeit der durch die Photo- 
oxydation gesteigerten Zellatmung von der Bildung des Histamins 
zu erbringen. Hierbei ware natirlich auch noch zu beriicksichtigen. 
daB das Histamin sicherlich nicht das einzige toxische Produkt 
der Lichtwirkung ist. Vielmehr mu man daran denken, dai auch 
andere bei dem photooxydativen Eiweibzerfall freiwerdende Sub- 


stanzen oder Umwandlungsprodukte der Lipoide toxische Wirkungen 
entfalten kénnen. 
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Wohlgemuth u. E. Szérens 


Experimenteller Teil. 


Die Versuche sind an 


Meerschweinchen ausgefuhrt word 


wurden durch Verbluten getétet und unmittelbar darauf aus der 
untersuchénden Organen ©.2 bis 6.3mm dicke Rasiermesserschnitt 


getertigt 


Die Messung der Atmung und der Glvk se erfolgte mit 
Met hoae Suspensionstilissigkeiten waren die von Warhu 
Ringerlosung zur Atmung (mit etwa 3. 10-* Mole Liter Na 
(rlucose) und Ringerlésung zur trlvk - 25.10°-°- j 

eed (rlucoOse 


Es wurde kristallinisches «hiorhy 
Firma Hoffmann-La Roche angewandt; beide wurden 
NaOH sorgfaltig neutra 
die dem Histamin ents 
HCl: 1 mg 

Die Jenser 
Herrn Kollegen A 

Die Ergebnisse der Atmungsversuche sind in den Tab« 


} 


zusammengestellt 
Das 
Beispiel dienen kann, 


durch Histamin nicht 


folgende Versuchsprotokoll (1). das 
dab dic 


beeinfluBt wird 


beweist. 








Vers . eet j 
(rasraul Sauerstoff. Temperatur y= 50, 
star g 5 mg me 2 g 
4.2 r 14.72 cen 4 <i 
traun mt ger zur A t et . m Tu rs nit 
t 2eem 5 ge Kalilaug 
o= ‘ wpe. canal 
Trockeng t . g 7 z > mg 6.0 mz 
ZA v, YW * Yv oO 
15 Min 45 97 inn (8 .aeo 99 —115 4 
15—30 . —145 97 —14 100 —i1 10.1  —125); 102 
0 i. se! ae seat ae a sr at ae a 
IU—45 ==> [Sap 9.4 —}25 5.4 - ]0.5 ‘ we SS a4 
45—bI = —125 S84 —I11 is 4 s — 95 iS 
ni—gye a an © x7 — J > _ —- 88% a 14 Ts 


Die anaerobe Glykolyse 


sowohl der normalen 
Jensen-Sarkoms bleibt durch 


Zum Beleg soll folgendes Versuchsprotokoll (2) diene 


1 5 oa . - 
i<t sin ehenfal nnheemnt 
His amin ebdeniauis unbeeimntl 
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Versuchsprotokoll 2. 


Die anaerobe Glykolyse des Jensen-Sarkoms mit und ohne Histamin. 





Crasraum: Stickstoff mit 5°., Kohlensaure. Temperatur : ea,0” * 
listamin.... 00mg 05mg 10mg 2,0mg 
P 14,99 cem 14,49 com 14,62 cem 14,15 cem 
Kp? seem Ringerlisung zu Glykolyse (0,2 Glucose) 
Keo, ae a 1,486 1,442 1,453 1,412 
lrockengewicht 79mg 9,6 mg 87mg 82mg 
Zeit mm Wy mm Wye mm Q\* mm Wy 
0O—15 Min. + 32,5 24,5 + 37 22.5 | +32 21.4 +. $2 22.0) 
15-30 , +295 222 34 204 +:29,5 19.7 +29 290 
3a0—45—, + 29 21.8 + 32.5 19,5 28.5 19,0 + 27 18.6 
45—60 , + 28 21.1 30.5 18,3 + 26.5 17.7 +- 26 17.4 


Die aerobe Milchsaéurebildung des Jensen-Sarkoms mit und ohne 
Histamin war, mit der 2-Kastchenmethode bestimmt. innerhalb der 
Fehlergrenze gleich grob. 


Wir fanden: 





Ohne Histamin Img Histamin 


a. 2 oa & 15.1 15,8 





Uber die prosthetische Gruppe 
des Blutfarbstoffes, deren kristallinische Isolierung und deren 
Synthese mit nativem Globin zu Himoglobin. 


Von 
Alfred Herzog. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitit 
Budapest.) 


(Eingegangen am 7. Juli 1933.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


In einer vorlaiufigen Mitteilung! habe ich kurz iiber die Ergebnisse 
von Untersuchungen tber die eisenhaltige Komponente des Blutfarb- 
stoffes berichtet, die mich seit langerer Zeit beschiftigt hatten. Diese 
Untersuchungen fiihrten zu verschiedenen Ergebnissen, darunter auch 
zur Reindarstellung einer kristallisierten, eisenhaltigen Substanz, dic 
jedoch abweichend von den herkémmlichen Haminderivaten mit 54 C-Atomen 
deren nur 33 im Molekiil enthalt und die mit nativem Globin beliebig zu Oxy-. 
CO.-, reduziertem und Methdmoglobin gekoppelt werden kann. Diese grund- 
legenden E:gebnisse will ich aus meinem bisher fertiggestellten Material 
herausgreifen und als erste Mitteilung verdffentlichen. 


A. Darstellung und Eigenschaften der neuen Verbindung. 


Es gelang mir, die Substanz darzustellen aus: 

1. Schalfejewschem Hamin. Ich bereitete mittels wasserigen ammoniaka - 
lischen Methylalkohols (2 Teile konz. wéasseriges Ammoniak, 3. Teile 
destilliertes Wasser zu 20 Teilen Methylalkohol) eine méglichst konzentrierte 
Lésung, und gab zur filtrierten Lésung, die ich in einer mit einem Glas- 
stépsel verschlieBbaren Mensur autbewahrte, vorsichtig mehrmals am Tage 
einige Tropten Eisessig unter sofortigem Durchmischen zu (pro 100 cem 
Lésung etwa dreimal am Tage 6 bis 8 Tropfen). Im Laufe mehrerer Tage, 
oft schon nach einigen Stunden, bilden sich blauschwarze, meist schon 
makroskopisch erkennbare Kristalle, die sich in charakteristischer Weise 
an den GefaBwanden absetzen. Bei der Zugabe von Elisessig ist darauf 


1 4. Herzog, diese Zeitschr. 260, 213, 1933. 
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Bedacht zu nehmen, da®B die ammoniakalische Reaktion erhalten blerbt, den 
im Falle saurer Reaktion fallen Derivate der Substanz aus. Man unter 

bricht die Zugabe von Eisessig, wenn sich die vorher undurehsichtige Losuny 
aufgehellt hat und man merkt, dali bei weiterer Zugabe von Eisessig kaurm 
mehr Substanz auskristallisiert. Zu dieser Zeit enthalt der Methylalkohol 
noch gewisse Mengen der Substanz gelOst., da diese in reimem Methy lalkohol 
etwas léslich ist. Die Kristalle werden von den CGefabwanden mit) Hilte 
eines Glasstabes abgekratzt. auf einem Filter gesammelt und = zuerst mit 
einem Gemisch Methylalkohol-Ather 1:3, spiter mit reinem Ather ge 
waschen und schlieBlich bei etwa 38 und 90°C getrocknet. Die loom 

kristallisation ertolgte in Anlehnung an die Methode der Darstellung durch 
Losen in wasserigem, ammoniakalischem Methyvlalkohol in dem angegebenen 
Verhaltnis und vorsichtiger Zugabe von Kisessig. Um ere moglichst kon 
zentrierte Losung zu erhalten, emptiehlt es sich, die Substanz, die oft in sehr 
groBen Kristallen ausgetallen ist. zu pulverisieren, das Pulver zuerst) in 
dem aquivalenten Teile destillierten Wassers aufzuschwemmen, zu schititteln 
und nachher erst die entsprechenden Mengen wasserigen konz. Ammoniaks 
und Methylalkohols zuzugeben. 


Die Substanz kristallisiert in Rhomben und rhomboiden Nadeln 
(Abb. 1 und 2), wobei erstere oft zu gréBeren Drusen, letztere zu Sphiaro- 





Abb. 1, 
Hamatoprosthetin. Vergr. etwa 400fach 


kristallen zusammengelagert sind.  Zwischen den beiden Varianten 
finden sich oft alle méglichen Uberginge. Getrocknet zeigt die Substanz 
einen blauschwarzen Farbenton und je nach Auskristallisation ver- 


Biochemische Zeitschrift Band 264. oF 





414 A. Herzog: 


schieden stark ausgepragten Metallglanz. Dieser war bei Kristallisation 
in Rhomben starker, bei Kristallisation in rhomboiden Nadeln schwachet 
Die Verbindung ist gut léslich in konzentriertem Ammoniak, 1 ° 
NaOH, 5°,iger Sodalésung, Eisessig, Pyridin, schwacher léslich in 


re 
o Ze! 


u fe) 
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Abb. 2. 
Himatoprosthetin. Vergr. etwa 400fach. 


Chloroform und Methylalkohol, in Spuren léslich in) Athyvlalkohol 
und unléslich in Aceton, Ather, verdiinnten Mineralsauren und destillier- 
tem Wasser. Die Losung in Pyridin zeigt nach Reduktion ein Hamo- 
chromogenspektrum, und in diesem Zustande bindet die Verbindung 
Kohlenoxyd reversibel. Ein Schmelzpunkt konnte nicht ermittelt 
werden: die Substanz blieb bis 250°C unverandert. Mit Kochsalz 
und Eisessig unter dem Deckglase erhitzt, konnte die Substanz nicht 
in Teichmannsche Kristalle iiberfiihrt werden. (Aus Schalfejewschem 
Himin wurden die Praparate 16, 18 und 22 dargestellt.) 


» 


2. dus OHb und COHb. Kristallkuchen von OHb und COHb wird 
in wenig destilliertem Wasser zerteilt, aufgeschwemmt und = wiisseriger. 
ammoniakalischer Methylalkohol zugegeben, wobei der Kuchen zu einer 
dichten Gallerte aufquillt. Man gibt so viel wasserigen ammoniakalischen 
Methylalkohol zu, bis keine Gallerte mehr entsteht, laBt sodann unter 
Ofterem Umiriihren einige Stunden extrahieren, dekantiert von der Crallerte 
ab, versetzt das Extrakt., das neben Farbstoff auch ziemlich viel Globin 
gelést enthalt, unter dauerndem Umriihren) pro) 200cem = mit 10. bis 
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2 Tropten Eisessig und zentrifugiert etwa LO Minuten schart ab. Unter 
lessen fallt das bis dahin gelést gewesene Cdobin aus und sammelt sich 
m Boden des Zentrifugenglases an. Die Farbstotflosung wird dekantiert 
ind es wird durch nochmaliges Ansauern mit Eisessig und Zentriftugieren 
ersucht., die Farbstottl6sung von noch in’ Losung vorhandenen Globin 
esten weiter zu befreien. Die Farbstoftlésung wird tiltriert und der Farb- 
stoff durch vorsichtige Zugabe von Eisessig in der unter Lo beschriebenen 
Weise zur WKristallisation gebracht. (Aus OHb wurde Praparat 48 und aus 
COHDb Praparat 65 dargestellt.) 

3. Aus emer kristallisierten Substanz von der Zusamimensetzungd 
('4,Ha,N,O0,Fe; tiber diese Substanz soll an einer anderen Stelle berichtet 
werden. Die Darstellung der in Frage stehenden Verbindung erfolgte, wie 
unter |. beschrieben wurde (Praparate 14, 15, 21 und 35). 

4. Aus einer hdamatmartiqon kristallisierten Substanz von bisher nicht 
genau festgelegter Zusammensetzung, iiber die ebenfalls spater berichtet 
werden soll. Darstellung der in Frage stehenden Substanz wie unter I. 
(Praparate 32. 42 und 438). 


Die nach 2. bis 4. dargestellten Praparate erwiesen sich mit dem 
aus Schalfejeeschem Hiaimin gewonnenen identisch. 


B. Feststellung der empirischen Formet,. 

Die Analysen wurden von Herrn Dr. J/. AK. Zacherl im medizinisch- 
chemischen Institut der Universitat Graz ausgettihrt, wobei thm an dieser 
Stelle bestens gedankt sei. Alle Praparate wurden vor der Analyse bei 
100°C im Vakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Bei den in der 
Tabelle | angegebenen Analysenergebnissen ist neben der Nummer der 
Praparate in der Klammer das Ausgangsmaterial, aus welchem die Substanz 
gewonnen worden war. und die Tierart angefiihrt. Die Bestimmung des 
Stickstoffs erfolgte nach Dumas-Preql (Tabelle 1). 

Bei den Praparaten 16, 18 und 22 ausgefiihrte Chlorbestimmungen, 
desgleichen vorsichtshalber bei den Praparaten 15, 22, 32 und 42 ausgetiihrte 
Acetylbestimmungen verliefen negativ. 

In der Tabelle IT sind die prozentualen Mittelwerte der Parallel- 
analysen und die samtlicher Praparate angegeben. Fur die berechnete 
Formel habe ich Fe™ angenommen. 

Aus Griinden, die sich aus der Arbeit ergeben, will ich diese neue 
Verbindung von der Formel C3,;H3,;N,O,Fe als ..Hdamatoprosthetin™ 
bezeichnen. 

Die Tatsache, daB ich aus verschiedenen Ausgangsprodukten, 
darunter auch aus OHb und COHb, zu ein und derselhben Kernsubstans, 
dem Hamatoprosthetin, gelangt bin, weiterhin aber auch verschiedene 
Unstimmigkeiten der Literature fiihrten mich zu der Auffassung, dap 
dieses Héimatoprosthetin und nicht das herkémmliche, 54 Kohlenstoffe 
enthaltende Hedmatin dic prosthetische Gruppe des Blutfarbstoffs sein 
miisse. Zum Beweise dieser Auffassung war es notig, die Uberfiihrbark: it 
des Hématoprosthetins in Schalfejewsches Hamin zu untersuchen, durch 
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Tabelle Il. 





Praparat ( H N Fe 
Nr. 
16 65.45 D.4s8 4.60 S95 
1S 65.74 5,32 962 GA 
22 65,50 5,27 4 32 SS 
48 HD.S85 4.90 9,71 9.42 
Hd 65.66 4.84 9,20) 4.37 
14 65,21 5.33 9,70 9,25 
15 65.60 4.93 10,10 GAT 
21 65.38 5,23 9.54 932 
35 65,50 5,23 970 432 
532 65.69 4.91 9.37 G34 
42 65,50 5,06 9,55 W05 
43 65.51 5.02 GQ 5S Gas 
Mittelwerte . . Sel a 65.55 5,13 G57 9.23 
Berechnet fiir Cy, Hy; N4O4 Fe 65,04 5,18 9.30 9,24 


Koppelung des Hamatoprosthetins mit nativem Globin  synthetisches 
Himoglobin' darzustellen und dieses durch Vergleich mit natiirlichem 


Himoglobin als solches zu identifizieren, 


(. Uberfiihrung des Hiimatoprosthetins in Sehalfejewseches Hiimin. 


Durch einfaches Erhitzen mit NaCl und Eisessig unter dem Deck- 
glase war die Substanz nieht in Teichmannsche Kristalle iiberfiihrbar, 
ebensowenig als ich zu zwei verschiedenen Gelegenheiten gréBere 
Mengen der pulverisierten Substanz in Eisessig loste und die filtrierte 
Lésung in siedenden, mit Kochsalz gesittigten Eisessig einfiihrte. 
Wohl fielen beim Abkithlen Gebilde aus, doch war deren kristallisierte 
Natur nicht deutlich zu erkennen und konnten wegen zu geringer Aus- 
beute nicht analysiert werden. Die Unmoglichkeit der Darstellung Teich- 
mannscher Kristalle auf diesem Wege steht mit dem Vorhandensein von 


nur 33 Kohlenstoffen im Hamatoprosthetin in schr qutem Einklang. 

Verschiedene Versuche lieBen es wahrscheinlich erscheinen, da 
die Cherfiihrung des Hamatoprosthetins in) Schalfejewsches Hamin 
bei Gegenwart von Methvlalkohol und Eisessig gelingen dirfte. In 
der Tat fielen, als ich auf Grund der erwahnten Versuche die Substanz 
in wasserigem, ammoniakalischem Methyvlalkohol loste und die filtrierte 
Léosung in die vierfache Menge siedenden, mit Kochsalz gesittigten 


' Hamoglobin® ist in dieser Arbeit als Samrmelbegriff fiir die ver- 


schiedenen Hamoglobinmodifikationen zu verstehen. 
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Kisessigs langsam einfiihrte, beim Abkiihlen typische T'eichmann sch 
Kristalle aus (Abb. 3). Vorsichtshalber waren aber doch zwei Praparat: 
analysiert worden, die folgendes Ergebnis zeitigten. 





Abb. 3. 
Teichmann sche Kristalle aus Himatoprosthetin. Vergr. etwa 400 fach 


Tabelle IIL. 





N 
SS Sub- 
Praparat cae : Tempe- st = COs H,0 Fe, O, 
Baro- ratur cem . 4 
. meter : 
Nr. mg a4 mg mg mg mg 
25 5,329 732 22 0.490 5,046 11.59 211 0,609 
4,009 735 21 0.502 4.803 10.99 2,17 0.577 
4.890 11,18 2,17 0.576 
26 4,214 735 22 0,313 6.434 14.75 2,96 0.770 
4.783 735 22 0,342 5,223 11.96 2,39 0,627 


Chlorbestimmung: Praparat 25: 7.167 mg Substanz — erforderten 
1.196 cem n lOO NaOH, 7.405 mg Substanz 1.236cem n 100 Na Ou. 
Praparat 26: 7.848 mg Substanz erforderten 1.0135 ¢em n 100 Na Ou, 
7.239 mg Substanz 0.935 cem n 100 NaOH. 


Mittelwerte. 





Priiparat c H N Fe Cl 
Nr. ( 0 0 0 %>»5 
25 62.47 5,04 8.42 8,36 5.92 
26 62,49 5,14 8,16 8,39 4.59 
Berechnet fiir | 


: sag 62,59 4.95 S.o4 8,57 5.44 
CygHygNyOyFeCl | 





Zach 


ch ¢ 
Met 
hes 
abs} 


me 4 


Ath 
Die 
well 
ZU 
Tat 
ma 
bei 

dap 


han 


nur 
noc 
eee. 
OH 
400 
Ich 
ent 
Spa 
lan 
sko 
uli 
sch 
uri 
hes 
Da 
hol 
lie 
vie 
At 
VO 
un 
die 


an 
di 








sch 


rate 


n 








Uber die prosthetische Gruppe des Blutfarbstottes. $19 


Die Bestimmung des N erfolute nach Duwmas-Preql, die des Chiors nach 
Zacherl und Krainick', 


Wie also aus der Abbildung und den Analysen hervorgeht, honnte 
ch das Hamatoprosthetin mit 55 Kohlenstofien bei Gegenwart von Eisessiq, 
Methylalkohol und Chlor in’ Schalfcjewsches Hamin  diberfiihren. bs 
hesitzt also das Schalfejewsche Hamin cinen gleichzeitig mit dem Chlor 
abspaltbaren Kohlenstoff, der bei der Uberfihrung des Hamatoprosthetins 
in Teichmannsche Kristalle wieder zusammen mit Chlor cintritt. 

Verschiedene Versuche, bei denen ich an Stelle von Methylalkohol 
Athylalkohol benutzt hatte, fiihrten zu keinen Teichmannschen Kristallen, 
Die Gebilde, die bei diesen Versuchen ausfielen, wurden teils deswegen, 
weil sie kein einheitliches kristallinisches Bild zeigten, teils wegen der 
zu geringen Menge, in der sie erhalten wurden, nicht analysiert. Die 
Tatsache aber, daB die Cherfiihrung des Himatoprosthetins in 7'ich- 
mannsche Kristalle bei Gegenwart von Methylalkohol, nicht) aber 
bei Gegenwart von Athylalkohol gelingt, scheint darauf hinzuweisen, 
dap es sich bes dem 34. Kohlenstoff um den Kohlenstotf einer Meth ylgru py 
handelt. 


D. Koppelung des Himatoprosthetins mit nativem Globin. 


Darstellung des nativen Globins. Oas native Globin stellte ich in Antleh- 
nung an eine Methode dar. die St. Simonorits im hiesigen Institut bei bisher 
noch unverOffentlichten Versuchen benutzte und die ich fiir meine Zwecke 
modifizierte. Ich léste 20 bis 25 g¢ des abgenutschten Kristallkuchens von 
OHb, das nach PR. Willstdtter und A. Pollinger dargestellt worden war. in 
400 com Wasser und verarbeitete diese Losung in zwei Teilen zu je 200 cem. 
Ich ging also, da der abgenutschte Kristallkuchen noch etwa 50°. Wasser 
enthalt, von einer etwa 2! 4°, igen Loésung aus. Nach Abkiihlen auf 0° 
spaltete ich die Oxyhamoglobinlésung in’ einem Scheidetrichter durch 
langsamen Zusatz von 5 bis LO cem n HCl. wobei ich die Spaltung spektro 
skopisch kontrollierte. Sobald die Oxyhamoglobinstreifen verschwunden 
und der Streifen des sauren Hamatins im Rot sichtbar geworden war, 
schittelte ich die gespaltene FarbstofflOsung mit eisgekiihltem Ather aus 
und fiigte nach dem Schiitteln ein wenig eisgekiihlten Alkohol zu. um eine 
hessere Schichtung des Athers von der Wasserivgen Phase Zu erreichen. 
Das Ausschiitteln mit immer wieder frischem. eisgekiihltem Ather wieder- 
holte ich so lange, bis dieser keinen Farbstoff mehr aufnahm. Nun wurde 
die wasserige, das Globin enthaltende Schicht zentrifugiert, wobei sich ziemlich 
viel Ather von ihr trennte und abgegossen werden konnte. Die restlichen 
Athermengen wurden dann im Luftstrom entfernt. Bei dem nun erfolgten 
vorsichtigen Neutralisieren mit n NaOH (unter dauerndem Umrtihren 
und Umgieben) fielen bald groBe Flocken denaturierten Globins aus. die 
die restlichen, nicht mehr ausschiittelbaren Farbstotfmengen mit sich rissen. 
Sobald mir die Kontrolle mit Lackmuspapier die Nahe des Neutralpunktes 
anzeigte, unterbrach ich die weitere Zugabe von n NaOH. zentrifugierte 
die ausgetallenen, schmutzigbraunen denaturierten CGlobinmengen ab und 


OM. AK. Zacherl ue. HOG. Krainickh, Mikrochem. Il. 62. 1982. 
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erlielt so eine meist noch etwas tribe Lésung. die in dicker Schicht ein: 
velbe Farbe zeigte. In dieser Lésung loste ich dann pro 400 com ungetahi 
‘yy Dinatriumphosphat (Na,H PO, .12 HO) auf. um so eine praktise] 
neutrale Losung zu erreiyhen, unc lie} die Globinlésung sodann einige 
Stunden, meist iiber Nacht, im Eisschrank stehen. Dabei triibte sich in det 
Regel bald die Losung und es tielen bald Flocken von denaturiertem Globin 
aus, die jetzt weil gefarbt waren und sich bis zum nachsten Tage am Boden 
des CretaBes angesammelt hatten. Nach neuerlichem Zentrifugieren erhielt 
ich jetzt immer eine in dicker Schicht gelbe. klare Lésung. die dann filtriert 
und zur Synthese mit Farbstoftf benutzt wurde. Bemerkt sei, dali ich dis 
Darstellung des Globins bei einer Umgebungstemperatur von unter 5°, 
meist aber unter 0° C vornahm (im Winter im ungeheizten Zimmer bei 
offenem Fenster). 


Da die an sich geeignete Losung des Hamatoprosthetins in wiisserigem: 


ammoniakalischem Methyvlalkohol in dieser Loésung ist der Farbstoft 
haltbar verschiedener Bedenken wegen zur Koppelung mit nativem 


(dobin nicht verwendet werden konnte. desgleichen auch die Lésung in 
verdinnter Lauge. weil hier sowohl eine Denaturierung des Globins als auch 
eime Veranderung des Farbstoffmolekiils befiirchtet werden miibte, schiittelte 
ich fein pulverisiertes Hamatoprosthetin in destilliertem Wasser, fiigte 
dann unter abermals kraftigem SchititteIn einige Tropfen 5° ,iger Soda- 
losung zu (auf 20 cem Farbstofftlésung etwa 6 bis 8 Tropfen) und gelangte 
so zu einer konzentrierten Lésung, die nach Filtrieren zur Koppelung mit 
nativem Globin verwendet wurde. (Die Lésung mub frisch bereitet werden. ) 

Die filtrierte Losung des Haimatoprosthetins wird in die unter 
54°C gekihlte Globinlésung unter dauerndem Umriihren  langsam 
eingefiihrt. Wenn sich die Globinlésung hierbei nicht triibt und die 
geringe Alkalitat der Farbstofflésung durch die in der Lésung vor- 
handenen Phosphate kompensiert wird, so erscheint das Spektrum 
des Methamoglobins in neutraler Lésung, kenntlich an seinem Streifen 
im Rot. Nun wird durch vorsichtige Zugabe von 5°, iger Sodalésung 
in kleinen Mengen schwach alkalisch gemacht, wobei das Spektrum 
des Methimoglobins in neutraler Lésung in das des Methdimoglobins in 
alkalischer Lésung dibergeht. Um das ganze vorhandene Globin mit 
Farbstoff zu binden, wird Farbstofflésung im UberschuB zugegeben, 
und ein soleher Uberschu8 ist im Spektrum des Methimoglobins in 
alkalischer Lésung gut zu erkennen. Dieses Methamoglobin in alkalischer 
Lésung wird durch Zusatz von Natriumhydrosulfit reduziert, und es er- 
scheint jetzt der Streifen des reduzierten Hamoglobins (hat man unvor- 
sichtigerweise zu stark alkalisch gemacht. so entsteht ein Gemisch von 
reduziertem Himoglobin und Globinhimochromogen). In diese Lésung 
von reduziertem Hamoglobin wird jetzt langsam unter Umriihren 
CO-Gas oder Sauerstoff eingeleitet, wobei das Spektrum des COHb 
sehr bald, das des OHb aber erst nach geraumer Zeit erscheint. 


Das CO-Gas gewann ich in der Weise. daB ich 80° ige Ameisensiure 
langsam in konz. H,SO, einfithrte und das entstandene CO-Gas vor dem 
Einleiten in die Lésung des reduzierten Hamoglobins durch eine Wasch- 
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tasche mit verdimnter NaQH perlen lieS. Da wahrend der Reduktion mit 
Natriumbhydrosulfit, desgleichen bei dem tolgenden Emleiten von Sauerstoft, 
saure Produkte entstehen. durch die das Hamoglobin denaturiert und in 
Flocken ausgefallt werden konnte., mui man die Reaktion der Losuny 
dauernd kontrollieren und nach Bedart SodalOsung bis zu dauernd schwach 

kalischer Reaktion jJeweils in kleinen Mengen zutiihren. Die Kontrolle 
der Reaktion tiihrte ich aus. indem ich destilliertes Wasser mit) einigen 
Tropten einer alkoholischen Phenolphthalemlosung versetzte und jedesmal 
je einen Tropten dieser Losung und der Hb-Losung in der bekannten Art 

if emer weiBen Porzellanplatte zusamimentlieBen Lieb. Eine ganz schwache 
Rosafarbung gab die richtige schwach-alkalische Reaktion an. 

Nach Unterbrechen der Einleitung von CO-Gas bzw. Sauerstoff 
neutralisierte ich die schwach alkalische COHb- bzw. OHb-LoOsung mit 
emer Losung von primarem Kaliumphosphat (18.156 ¢ KH,PO, aut - Liter 
destillierten’) Wassers) und salzte sodann mit Ammonsulfat aus. Das aus- 
vesalzte COHb bzw. OHb nutschte ich in kleinen Mengen ab und loste 
es in destilliertem Wasser von 34°C. Da ein Teil des Hamoglobins immer 
denaturiert und wasserunloslich ist. muB vom unléslichen Teile abtiltriert 
werden. Dieser Riickstand enthalt auch den tiberschiissigen, in destilliertem 
Wasser unléslichen Farbstoff. Nicht denaturiertes Hamoglobin wird aus 
dem Riickstande so lange herausgel6st. bis sich das L6Osungswasser nicht 
mehr farbt. Durch nochmatliges Aussalzen mit Ammonsulfat, Abnutschen 
und Wiederlésen gelingt es dann, eine konzentrierte Losung darzustellen, 
die beim abermaligen Filtrieren nunmehr einen ganz geringen Rickstand 


hinterlieb. 


E. Identifizierung des Koppelungsproduktes als Kohlenoxyd-, Met- bzw. 
Oxvhimoglobin, 


Die spektrophotometrischen Untersuchungen der synthetischen Hamo- 
globinlésungen fiihrte ich mittels eines nach Martens und Griinbawm modi- 
fizierten Spektrophotometers aus. Als Lichtquelle diente eine Metailfaden- 
glithlampe, der Objektivspalt war aut 0,1 mm Breite eingestellt, der Okular- 
spalt umfabte jeweils em Spektralbereich, dessen Breite im Rot etwa 15 wy, 
im Blau 5 wu betrug. 

Da ich von der Konzentrationsbestimmung der synthetischen Hamo- 
globinlésungen aus verschiedenen Griinden Abstand genommen habe, 
konnte ich auch die spezifischen Extinktionskoeffizienten nicht: berechnen. 
Um aber dennoch die von mir an synthetischen Losungen fest ygestellten 
Werte mit den an denselben natiirlichen Hamoglobinmodifikationen und 
zwar von LP. Hari am Oxvhamoglobin' und Methamoglobin*?. und von 
V'. Sebesta® am Kohlenoxydhamoglobin gefundenen Werten vergleichen 
zu kénnen,. habe ich das Verhaltnis zwischen den von den genannten Autoren 
an der ersten Hiifnerschen Stelle (560.8) und dem von mir an der gleichen 
Stelle) gefundenen Extinktionskoeffizienten berechnet und auf Grund 
dieses Verhaltnisses alle meine iibrigen Werte umgerechnet. Die in dieser 
Weise umgerechneten Werte der Lichtabsorption je einer Losung von 
synthetischem Kohlenoxydhamoglobin, Methamoglobin in’ neutraler und 
alkalischer Lésung habe ich in ein Ordinatensystem eingezeichnet und 


' P. Hari, diese Zeitschr. S2, 229, 1917. 
2 Perselbe, ehenda 108, 271, 1919. 
3. Sebesta, ebenda 260. 187, 1933. 





42? A. Herzog: 


zwecks Vergleichs die entsprechenden von P. Hari und WV. Sebesta an den 
selben, aber natiirlichen) Hamoglobinmodifikationen gefundenen Licht 
absorptionskurven, und zwar auf den Abszissen die Wellenlinge und aut 
den Ordinaten die Extinktionskoeffizienten eingetragen. Cm aber ein 
Zusammentallen der beiden Kurven zu vermeiden und dennoch ihre n gleich. 
simnigen Verlaut demonstrieren zu kdnnen, habe ich dic Lichtabsor ptionskuree 
der synthetischen Lésungen in der Weise verschoben, dap yeweils die ober 
die der synthetischen’ Hamoglobinmoditikation, die untere aber die an natiir- 
lichen Lésungen gefundene Vergleichskurve darstellt. 


Bermerkt sei, daB bei den hier spektrophotometrisch untersuchten 
Losungen der verschiedenen, synthetischen Hamoglobinmodifikatione 
das Globin vom Pferde und das Hamatoprosthetin vom Rinde stamm. 

Die Kurve — von 
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lichen Losungen gefundenen vorziglich tiberein. Dasselhbe kann auch von der 
Lichtabsor ptionskurve des synthetischen COHb gesagt werden, denn die 
beiden Punkte bei 585 und 577 wu, an denen die beiden Kurven abweichen, 
sind von Frl. Sebesta nachtraglich bestimmt worden. /ch darf also wohl 
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Abb. 6. 
Kurve I: Synthetisches COHb. Kurve Il: Natiirliches COMb (1. Sebesta) 


mit Sicherheit schlicBen, dap es sich bei meinen synthetischen Losungen um 
die entsprechenden Modifikationen von Hamoglobin handelt. Aus der 
Reihenfolge der Darstellung der synthetischen Hamoglobinmodi- 
fikationen ergibt sich aber auch, daB das Hamatoprosthetin jene Form 
der eisenhaltigen Komponente darstellt, wie sie in der stabilen Form des 
Hemoglobins, also dem Methdmoglobin vorhanden ist, das dann reduziert 
Sauerstoff und Kohlenoxyd bindet. Diese Auffassungen stimmen auch 
mit der derzitigen Auffassung von Fe im Methaimoglobin und Feo im 
Oxyhdimoglobin sehr qut tiberein. 

In der Tabelle TV habe ich weiterhin die an verschiedenen synthe- 
tischen Lésungen gefundenen Hiifnerschen Quotienten, die fiir jede 
Hamoglobinmodifikation einen charakteristischen Wert darstellen, und 
zum Vergleich die verlangten angegeben. 


Tabelle IV. 





- Meth yglol Methamoglob 
rittonunwd Methimoglobin Methamoglobin 


hi wei in neutraler in alkalischer 
gacsatie  sialaaion Lisung Losung 
1.08 1.57 1,21 
Einzelwerte synthetischer Losungen 1,10 1.59 1,22 
| 1.09 151 


Gefundener Mittelwert an natiirlichen 
i 5 is 5 wk se ee eS 1,19 1,58 


1,20 
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Es zeigen also auch dic Hiifnerschen Quotienten ein ideales Uherein- 
stimmen mit den an natirlichen Praparaten gefundenen Werten. 

Aut die graphische Darstellung der Lichtabsorption synthetische 
Losungen von Oxyhamoglobin habe ich verzichtet. weil nach der an 
vegebenen Methode der Darstellung immer nur Losungen erhalten werden. 
die mehr oder weniger mit Methémoglobin gemischt sind: es zelgten dic 
von mir erhaltenen Losungen daher sowohl die beiden Streifen des OH]! 
als auch in konzentrierter Lésung den Streifen des Methamoglobins in 
neutraler L6sung in Rot. 


F. Darstellung Teichmanasecher Kristalle aus synthetischem Hiimoylobin. 

Da das Hamatoprosthetin durch Erhitzen mit NaCl und Eisessig 
allen nicht in’ Teiechmannsche Kristalle iiberfiihrt werden konnte. 
die Lichtabsorption der mit Hamatoprosthetin synthetisierten Hiamo- 
globinmodifikationen aber mit der an den entsprechenden natirlichen 
Losungen gefundenen iibereinstimmte, mute der Darstellung T'vich- 
mannscher Kristalle aus synthetischem Hamoglobin durch Erhitzen mit 
NaCl und Eisessig, also ohne Gegenwart von Methylalkohol, entscheidends 
Bedeutung zukommen. 

Bei dem ersten Versuch der Darstellung Tcichmannscher Kristalle 
aus synthetischem Hamoglobin hatte sich die Gegenwart ron Ammon- 
sulfat stérend erwiesen. Es wurde daher in der Folge synthetische 


coated... 


’ 


Abb. 7. 
Teivchmannsche Kristalle aus synthetischem COHb. Vergr. etwa 600fach. 


COHb-Lésung durch zweimaliges Aussalzen mit Ammonsulfat und 
Wiederl6sen in destilliertem Wasser einkonzentriert und diese konzen- 
trierte Lésung einige Tage gegen flieBendes Leitungswasser dialysiert. 
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‘m die letzten Reste von Ammonsulfat zu entfernen, wurde die ver- 
wendete Losung von svnthetischen COHb schlieBlich in’ der Hitze 
soaguliert und mit destilliertem Wasser (bis die Bariumchlorid probe 
vegativ ausfiel) ausgewaschen. Das so gereinigte Koagulum fihrte 
ich, in etwas destilliertem Wasser aufgeschwemmt, in siedenden, 
mit Kochsalz gesiattigten Eisessig ein, worauf beim Abkithlen typisch 
Teichmannsche Kristalle austielen. Der Versuch war dreimal mit syvn- 
thetischem COHb, das als Himatoprosthetin die Reste der analysierten 
Praparate 14, 16 und 65 enthielt, mit dem gleichen Ergebnis wieder- 
holt worden. Die in der Abb. 7 wiedergegebenen Kristalle entstammen 
einem dieser Priaparate Teichmannscher Kristalle, das mit Pyridin- 
Chloroform- Kisessig in der iblichen Methode umkristallisiert worden war. 


(Bemerkt sei, dab diese abgebildeten Terchmannschen  Kristalle 
folgenden Kreislauf absolviert haben: Es waren urspriinglich Tetchmann- 
sche Kristalle aus Oxyhamoglobin dargestellt) worden, diese waren in 
Hamatoprosthetin Uberttihrt (Praparat 16) und letzteres mit) nativem 
(dobin zu COHb gekoppelt) worden, das einen Hifnerschen Quotienten 
von 1,09 ergeben hatte. Aus diesem synthetischen COHb waren jetzt 
neuerdings wieder Teichmannsche WKristalle gewonnen worden. ) 


(i. Betrachtunge der Literatur. 


Auf Grund der Analvsenergebnisse verschiedener Forscher, wie Nenek: 
und Zaleski? und vorwiegend Aivister*, ist das nach Schalfejew dargestellte 
Hdamin als eine Verbindung mit 34 Kohlenstofien erkannt worden. Im Gegen- 
satz zu letzterem zeigen nun aber das Hdmatoporph yrin und seine Abkomm- 
linge Kohlenstoffwerte, die mit ganz wenigen Ausnahmen auf 33 NKohlenstot fe 
im Molekiil hinweisen bzw. sich von 54 Kohlenstotfen ableiten. Diese Ver- 
haltnisse gehen aus der folgenden Zusamimenstellung von Kohlenstoffwerten 
verschiedener Autoren klar hervor: 

3eim = Hadmatoporphyrin wurde getunden von Neneki und Sieber3: 
66.84, 67,16. 66.98 und 66.85; von H. Fischer*: 67,20: von W. Kiister: 
68.637 und 67.7347: von PR. Willstatter und MM. Fischer®: 66.73. 66.60, 
67.09, 66.80, 67.04, 67.14 und 67,22°,, ©. 

Berechnet fiir Cy, H3.N,O,g: 67.54%. fiir Cy,Hg.N,Og: 68.199, C*. 

Beim Chlorhydrat des Hdmatoporphyrins wurde gefunden von Neneh: 
und Sieber®: 59.80, 59.79 und 59.57: von H. Fischer*: 59.50 und 60.64 und 
von PR. Willstdtter und M. Fischer®: 60.64°., ©. 


' Nencki, M.u. J. Zaleski, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 
30, 384, 1900. 
2 W. Kiister, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 29, 822. 1896; Hoppe-Sevlers 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 28, 12, 1899; 40. 391, 1903/04. 

3 Nencki u. Sieber zit. nach R. Willstdtter u. M. Fischer, Hoppe-Seylers 
Zeitschr. f. physiol. Chem. S87, 463, 1913. 

§ oH. Fischer, BE. Bartholomdus u. H. Rose, ebenda S84. 281. 1913. 


+ W. Kaister, Chem. Ber. 45, 1941, 1912. 
tt W. Kiaister ue. W. vx. Degenfeld, Hoppe-Sevlers Zeitschr. f. physiol. 
Chem. ISO, 266, 1929. 
5 PR. Willstatteru. M. Fischer. ebenda 87, 426, 463. 465, 474, 486, 492, 1913. 
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Berechnet fiir Cy, Hy N,O,Cl,: 60.07", fiir Cy,HyyN,O,Cl: 60.81 °. C* 

Jenn Dimeth ylester des Hamatoporph yrins wurde gefunden von R. Wil, 
statter und M. Fischer!: 68.31 und 68,26°,, ©. 

Berechnet fiir Cy;HyN,O,: 68.36%, fir C,,HyN,Og: 69.12°., C*. 

Beim Hdmoporphyrim wurde gefunden von PR. Willstdtter und 
M. Fischer); 71,48, 71,42, 71,63, 71,68 und 71.76°, C. 

Berechnet fiir C,;H3,N,O,: 71,70*, fiir C,,H,,N,O,: 72,31°, C*** 

Beim Mesoporph yrim wurde getunden von PR. Willstdtter und M.F ischer! 
71.87 und 72,00°, C. 

Berechnet fiir C,H ,N,O,: 71.74", fiir C,,H,.N,O4: 72.049, O*** 

Beim Aetiomesoporphyrin wurde gefunden von O. Schumm: 79.86 
79.60, 79,61, 80,09, 79.63, 79.78, 79,.29°. C. 

Berechnet fiir Cy,;H3,N 4: 79.76***, fiir CypHy.N, 80.28°,, C**. 

* Berechnet von Wollstdtter und Fischer, ** berechnet von Schumm. 
*** borechnet von mir. 
Da nach der bisherigen Auffassung, dais das Chlor im Schalfejewschen 
Hamin an das Eisen gebunden sei und bei der Porphyrindarstellung zu 
sammen mit letzterem abgespalten werde, diese bei den Porphyrimen ge- 
fundenen und in bezug auf das Hamin zu tiefen C-Werte nicht verstandlich 
erschienen, folgerten Willstdtter und Fischer', dai man, gestiitzt auf die 
Porphyrinanalysen dem = Schalfejewschen Hamin auch 33 C-Atome = zu- 
sprechen miisse und die Diskrepanz im Kohlenstoff zwischen Hamin und 
Porphyrin darauf zuriickzufiihren sei, daB man pro Analyse zwischen 
C., und Cy, nicht sicher entscheiden kénne. Die beiden Autoren stiitzten 
ihre Auffassung mit der Anfiihrung eines Kohlenstoffmittelwertes von 
16 Hamatinanalysen Avisters%, der zwischen den tiir Cy, und Cy, berechneten 
Werten, letzterem allerdings naher liegt. Aus eigenen Versuchen, deren 
Ver6ffentlichung folgen wird, glaube ich aber die Ursache dieser beim 
Hamatin gefundenen zu tiefen Kohlenstoffwerte entnehmen zu kénnen und 
kann aus diesem Grunde fiir das Schalfejewsche Hamin nur die an letzterem 
direkt gefundenen C-Werte als beweisend betrachten, die aber fast aus- 
nahmslos auf 34 Kohlenstoffe lauten. Anscheinend von der Annahme 
ausgehend, daB Feuchtigkeitsgehalt die tieferen C-Werte beim Hiimato- 
porphyrin verursache, versuchten Fischer, Treibs und Hummels in einer 1929 
erschienenen Arbeit, durch Trocknen der Hamatoporphyrinpraparate bei 
50° C ihren C-Gehalt mit dem fiir eine Formel mit 34 C-Atomen in Einklang 
zu bringen. Es liegt zwar von Willstdtter und Fischer® die Angabe vor, dab 
man Hamatoporphyrin nur im Vakuum trocknen diirfe, da es sich beim 
Erwarmen durch Abgabe von Wassermolekiilen verandert, so konnten 
dennoch Fischer und Mitarbeiter die verlangten C-Werte bei ihren Versuchen 
nicht erreichen. So sagen die Autoren selbst: ..Zwar konstatieren wir auch 
hier noch em unerfreuliches Defizit tm Kohlenstoff, jedoch ist zu bemerken, 
dap bei den Analysenzahlen des Hamatoporphyrins durchwegs der Kohlenstoff 
zu niedrig gefunden wird, ohne dap die Ursache dafiir bekannt ist.* In einer 


1 R. Willstdtter u. M. Fischer, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 
S7, 426, 463, 465, 474. 486, 492, 1913. 

2 O. Schumm, ebenda 185, 81, 1929; ISI, 157. 159, 160, 1929. 

3° W. Kiister, ebenda 40, 415, 1903 04. 

4H. Fischer, A. Treibs ou. G. Hummel, ebenda 185, 33, 1929. 

5 R. Willstdtter u. M. Fischer, ehenda S87. 466, 1913. 
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rbeit tiher das Hamoporphyrin aus dem Jahre [980 versuchte Fischer 
iammen omit Hellberger und Hummel! nachzuweisen, dali das Hameo 
rphyrin ein Gemisch von Mesoporphyrin, Deuteroporphyrin und den zwei 
‘etramethyl-. monoathyl-. dipropionsaureporphinen A und Bo darstellt, 
welch letztere sich vom Aetioporphyrin ableiten sollen. Es wtrde sich somit 
beim Hamoporphyrin und dem daraus gewonnenen Aetioporphyrin das 


Kohlenstoftdetizit erklaren. Fischer berechnet fiir Mesoester 72.69. fiir 
A- und B-Ester 72.05 und fiir Deuteroester 71.34°., C. Eim dargestelltes 


Praparat ergab 72.38°,, C und zeigte einen Schmelzpunkt ber 175°C. Durch 
fraktionierte Umkkristallisation erhielt #7. Fischer drei Praparate mit 71.37, 
70.92 und 70.73 °,, C. und Schmelzpunkten von 192. 188 und 175°C. Den 
\utoren war hier schon autgefallen, dali jedes dieser durch traktionierte 
Umkristallisation erhaltenen Praparate einen etwa I! ,"., tieferen C-Cehalt 
auftweist. als fiir Mesoester, Deuteroester und A- und B-Ester berechnet 
worden war. Es scheint mir daher ein SchluB auf Identitat der Praparate 
mit den berechneten Substanzen nicht ungezwungen zu sein, um so eher, 
als die Schmelzpunkte von zwei Praparaten an der Fehlergrenze liegen. 
Es hatten ja aber auch die angefiihrten C-Werte der Praparate von Schumm 
gezeigt, die nicht als Aetiohimoporphyrin, sondern als Aetiomesoporphyrin 
aufzufassen sind (sie waren teils aus Mesoporphyrin, teils aus Hamin dar- 
vestellt worden), dal} sie besser mit einer Formel mit 31 Kohlenstoffen als 
mit einer solchen mit 32 Kohlenstoffen zu vereinbaren sind. 

DaB nun aber dem Aetioporphyrin 31, und dem = Proto- und Meso- 
porphyrin 33 C-Atome zukommen, zeigt sich auch ber den Hampraparaten 
H. Fischers, die doch aut dieselbe Kohlenstotfzahl lauten miissen, wie die 
entsprechenden Porphyrine. So fanden H. Fischer, A. Tretbs und Kh. Zerle* 
beim Aetiohdm 70.22 und 70,91°,, C (berechnet fiir CyyHagN,Fe 72.16, tur 
Ca; HggNyFe 71,51°,, C), beim Protohdm 66,78, 65.71 und 65,28°,, C (be- 
rechnet fiir (,,;H,.N,O,Fe 66,23, fiir C,H ,.N,O,Fe 65.54°, ©). beim 
Mesohdm 65,58°,, © (berechnet fiir Cy, HygN,O,Fe 65.80, fiir Cy, HygN,O, Fe 
65.11°,, C) und beim -Wesoesterhdm 65.19 und 65.63°,, C (berechnet fiir 
CagH yy N,O,Fe 66,65 und fiir Cy, HyyNyO,Fe 66,02°,, ©). 

Die Formeln mit Cy. baw. Cy, wurden von den genannten Autoren, die 
Formeln mit C;, bzw. C3, von mir berechnet. 

Mit Ausnahme des einzigen Wertes von Mesohiéim und des ersten 
Priiparates von Protohiim, das auch einen fiir 34 C-Atome zu hohen  pro- 
zentualen Wert aufweist. entsprechen die Analysen den bei den Porphyrinen 
gefundenen Werten. Von Wllstdtter und Fischer wurde die Auffassung 
vertreten, das die Analyse nicht genau zwischen C,, und Cy, entscheiden 
lasse3, Dieser Einwand mag fiir Einzelanalysen volle Berechtiqung haben, 
kann aber hier nicht gelten, wo die Zusammenstellung einer grofen Zahl von 
Analysen ein ganz cindeutiges Bild liefert. Wie ware es sonst zu verstehen, 
daB beim Aetioporphyrin immer 31, bei den anderen in Frage stehenden 
Porphyrinen immer 33, beim Schalfeyewschen Himin immer 34 C-Atome 
gefunden werden?’ So fanden bei letzterem Nencki und Zaleski 4 62,58, 


1H. Fischer, H. Hellberger u. G. Hummel, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 191. 257, 19380. 

2 H. Fischer, A. Treibs u. K. Zeile, ehenda 195, 1. 19381. 

3 PR. Willstdtter u. M. Fischer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 426, 1913. 

46M. Nencki u. J. Zaleski, ehenda 30. 394, 1900. 
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62.43 und 62,52°., C, Hepter und Marchlewski? 62.35, 62.65 und 62.34 ° 
W. Niister? 62,29, 62,48 und 62,25°,, C; 62.64, 62,46, 62.17 und 62.35°,, 
62,51, 62.52 und 62,64°,, C3 und ich 62,47*, 62,49*, 62.62** und 62.42 °,, C** 
Die Formel Cy,Hg:N,O,FeCl verlangt 62.59°,, C. 

_ 





In dieser Arbeit veréffentlichte Praparate, ** noch nicht veréffen 
ichte Praparate. 

BesaBe das Schaljfejewsche Haimin nur 33 C-Atome, dann wir 
ein prozentualer C-Wert von 61,78 °,, zu erwarten. Es zwingen vielmeh) 
die Analysenergebnisse der Literatur zu dem Schlup, dap den cinzelney 
Verbindungen jene Zahl von C-Atomen zukommt, die sich aus den Analyse » 
ergiht. 

H. Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Aus der vorliegenden Arbeit geht eindeutig hervor, dab nicht das 
Hamatin von der Zusammensetzung CyyHy,N,O,Fe die prosthetische Grup; 
des Blutfarbstof{s darstellt, sondern als solche das Hadmatoprosthetin von de) 
empirischen Formel Cy,H,,N Oke anzusprechen ist. Die Berechtigung dieser 
Auffassung ergibt sich: 

1. Aus der Tatsache, dab ich aus Schalfejewschen Hamin und anderen 
Derivaten der prosthetischen Gruppe mit Hilfe immer der gleichen Methode 
zu ein und derselben Kernsubstanz, dem Hdmatoprosthetin, gelangt bin 

2. Aus der direkten kristallinischen Isolicrung des Hdamatoprosthetins aus 
Oxryhamoglobin und Kohlenoxrydhdmoglobin. 

3. Aus der Koppelung des Hamatoprosthetins mit nativem Globin zu dey 
verschiedenen Hamoglobinmodifikationen. 

4. Aus der Darstellung Teichmannscher Kristalle aus diesem synthet 
sierten Hdmoglobin durch Erhitzen mit NaCl und Eisessig. Da nun aber 
das synthetische Hamoglobin als eisenhaltige Komponente das Hamato 
prosthetin mit 33 Kohlenstoffen enthalt, Te‘ehmannschen Kristallen aber 
34 C-Atome zukommen, fiihle ich mich zu dem SchluB berechtigt. dap div 
Teichmannschen Kristalle ein Derivat der prosthetischen Gruppe darstellen, 
das sich von letzterer auBer durch das Vorhandensein von Chlor auch noch 
durch den Mehrbesitz des 34. Kohlenstofis unterscheidet. Da sich aus det 
Darstellungsmethode Tetehmannscher Kristalle aus Hamoglobin keine 
andere Méglichkeit erkennen 1aBt und Hamatoprosthetin durch Erhitzen 
mit NaCl und Eisessig ohne Gegenwart von Methylalkohol nicht in Teich 
mannsche Kristalle tiberfiihrt werden konnte, kann dieser 34. Kohlenstoff 
des Schalfejewschen Hamins nur aus dem Globin  stammen. Es scheint 
daher die Spaltung des Hamoglobins bei der Darstellung Teichmannscher 
Kristalle in der Weise vor sich zu gehen, daB ein Kohlenstoff des Globins 
an die prosthetische Gruppe gebunden bleibt. 

Die Isolierung des Hiimatoprosthetins und die Aufdeckung seines 
Verhaltnisses zum Schalfejewschen Hamin, das in der Abspaltung und 
Wiedereinfiihrung des 34. Kohlenstoffs zum Ausdruck kommt, laBt die 
Analysenergebnisse der Literatur erst verstandlich erscheinen. Die Uber- 
fiihrung von Schalfejewschem Hamin in Haimatoporphyrin vollzieht sich 
eben in der Weise, dap auBer Eisen und Chlor auch der 34. Kohlenstoff ab- 


1 J. Hepter u. L. Marchlewski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 41, 38, 1904. 


2 W. Kiister, ebenda 40, 391, 1904; 28, 12, 1899; Ber. d. Deutsch. chem. 
Ges, 29, 822, 1896. 
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jespalten wird, wodurch man eine eisen- und chlorfreie Verbindung mit 
33 C-Atomen erhalt. Ein Porphyrin mit 33 C-Atomen muB aber decarboxy 
liert ein Aetioporphyrin mit 31 C-Atomen liefern, wie tatsachlich die 
Analysen ergeben. Da man aber aus Schalfeyewschem Hitmin ein Aetiopor- 
phyrin mit 31 C-Atomen erhalt, so ist auch zu erwarten, dal} man aus dem 
Hématoprosthetin, bei dem der 34. Kohlenstoff des Hamins zusammen 
mit dem Chior abgespalten wurde, ebenfalls zum Héamatoporphyrin mit 
33 und Aetioporphyrin mit 31 C-Atomen gelangt. 

Es besitzen also das Schalfejewsche Hamin 54, das Hamatoprosthetin 35, 
das Hdadmatoporphyrin, Protoporphyrin, Mesoporphyrin und Hamoporph yrom 
ebenfalls 33, das Aetioporphyrim als die gemeinsame Stammsubstanz der 
prosthetischen Gruppe des Blutfarbstoffes und des Chloroph ylls, wie schon 
Willstdtter und Fischer! feststellten, 31, und die Hdadmprdparate jene Zahl 
von Kohlenstoffen, die den betreffenden Porphyrinen entspricht, also das 
Aetiohdm 31 und das Proto- und Mesohdm 33 Kohlenstoffe. 

Im Hinblick auf die Abspaltbarkeit des 34. Kohlenstoffes des Sehalfejew 
schen Hamins ist nicht gut vorstellbar, daB dieser in der Konstitutionsformel, 
die Ja tibrigens in bezug auf die Zahl der Kohlenstoffe bei allen friiher 
genannten Verbindungen schon wegen threr Konstanz auf die Analysen- 
ergebnisse Ricksicht nehmen mul, die gleiche Stellung einnehmen soll 
als andere Seitenketten. Ahnliche Bedenken ergeben sich demnach auch 
gegentiber dem Aetioporphyrin II] H. Fischers und der Bindung des Chlors 
im Schalfejewschen Hamin, die bisher an das Eisen angenommen wird. 
Einen eindeutigen Beweis fiir diese Auffassung konnte ich in der Literatur 
nicht finden. Vielmehr scheint mir das Chlor im Zusammenhang mit dem 
34. Kohlenstoff zu stehen und es wiirde eine derartige Annahme eine Reihe 
von Versuchsergebnissen erkliren. Aus dem Hamatoprosthetin, in dem 
das Eisen ebenfalls dreiwertig anzunehmen ist, geht schon hervor, dab 
zur Absdttiqung der dritten Valenz des Eisens Chlor, ein anderes Halogen oder 
entsprechende Atomgruppe nicht notwendig ist. 


Zusammenfassung. 


1. Ich konnte eine neue kristallinische Verbindung, das Hdmato- 
prosthetin, C3, Hy,N,O,Fe, beschreiben und dieses aus Schalfejewschem 
Héimin und anderen Derivaten der prosthetischen Gruppe und auch aus 
Oxyhdmoglobin und Kohlenoxydhamoglobin direkt darstellen. 


2. Das Hamatoprosthetin lieB sich durch Erhitzen mit NaCl und 


Eisessig bei Gegenwart von Methylalkohol, nicht aber ohne Methylalkohol 
in Teichmannsche Kristalle diberfiihren. 


3. Durch Koppelung des Hamatoprosthetins mit nativem Globin 
konnte ich die verschiedenen Hamoglobinmodifikationen erhalten, von 
denen ich einige spektrophotometrisch untersuchte und deren Licht- 
absor ptionskurve mit der an den entsprechenden natirlichen Hamoglobin- 


modifikationen gefundenen tibereinstimmte. 


1 R. Willstatter u. M. Fischer, Hoppe-Seylers Zeitschr. f. physiol. Chem. 
S7, 494, 1913. 
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4. Aus synthetischem Himoglobin  (COHb) konnte ich durch 
Krhitzen mit NaCl und Kisessig ohne Gegenwart von Methvlalkoho! 
Teichmannsche Kristalle erhalten. 

5. Es kann hiermit als begriindet gelten, daB nicht das Hématin 
C3, 3,.N,0;Fe. sondern das Hadmatoprosthetin die prosthetische Gruppe 
des Blutfarbstoffs darstelit und da bei der Darstellung Teichmannscher 
Kristaile aus Hamoglobin cin der prosthetischen Komponente nicht. 2u- 
gehorender, anscheinend dem Globin entstammender Kohlenstoff an di 
prosthetische Gruppe gebunden bleibt. 

6. Es konnte weiterhin die Auffassung erhairtet werden, dab das 
Schalfejewsche Hamin 34 Kohlenstoffe besitzt, und aus den Analysen 
verschiedener Forscher festgestellt werden, daB dem Hadmatoporphurin, 
Mesoporphyrin, Protoporphyrin, Hamoporphyrin und den diesen ent- 
sprechenden Hamen 33 und dem Actioporphyrin und Actiohim 31 C-Atome 


zukom men, 


Es sei mir gestattet, an dieser Stelle weiland Prof. Paul Hari 
in dankbarer Weise zu gedenken, der mir die Ausfiihrung der Arbeit 
an seinem Institut gestattete und den Fortgang der Arbeit bis zu seinem 
Tode mit groBem Interesse verfolgte. 
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Uber kristallisiertes synthetisches Kohlenoxydhimoglobin. 


Von 
Alfred Herzog. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 7. Juli 1933.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Im <AnschluB an die Darstellung synthetischen Hamoglobins, 
das ich in der vorhergehenden Mitteilung! beschrieben habe, mubte 
es natiirlich von Interesse sein, festzustellen, ob dieses synthetische 
Hiimoglobin kristallisationsfahiq ist. 

Verschiedene Versuche, die ich mit svnthetischem Oxyvhiamoglobin 
ausfiihrte, hatten ein negatives Ergebnis, doch waren meine LoOsungen 
synthetischen Oxyvhimoglobins immer mehr oder weniger mit Met- 
himoglobin gemischt, von dem ja bekannt ist, daB es sich wegen seiner 
Leichtléslichkeit in destilliertem Wasser und verdiinntem Alkohol 
nur duBerst schwer auskristallisicren liBbt*. Hingegen war es mir ge- 
lungen, bei synthetischem COHb, von dem ich ja reine Losungen er- 
halten hatte, teils durch Verwendung von Ammonsulfat, teils durch 
Alkoholzusatz Aristallisation zu erzielen. Bei der Kristallisation mit 
Ammonsulfat ging ich in der Weise vor, daB ich die Lésung von syn- 
thetischem Kohlenoxydhimoglobin durch zweimaliges Aussalzen und 
Wiederlésen in destilliertem Wasser von 34° C moéglichst einkonzentrierte, 
zur filtrierten Lésung immer nach Verlauf einiger Stunden ein wenig 
Ammonsulfat zugab und hierbei die Lésung an einem kiihlen Orte 
stehen lie. Im Laufe eines Tages waren die Kristalle ausgefallen. 

Nach dieser Methode gewonnene Kristalle sind in der Abb. 1 
wiedergegeben, bei dem das Hédmatoprosthetin' vom Rinde und das 
Globin vom Pferde stammt. Zu Vergleichszwecken zeigt die Abb. 2 
Kristalle vom natiirlichen Kohlenoxvdhimoglobin vom Pferde, die 
mit Natriumoxalat erhalten und in den gleichen Formen kristallisiert 
waren wie das synthetische. (Die Abb. 2 entnahm ich dem Buche 


' 4. Herzog, diese Zeitschr. 264, 412, 1933. 
2 4A. Dénes, ebenda 223, 481. 1930. 
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The crystallographie of Hemoglobins: von E. 7. Reichert und 
Brown, Plates 26). 





Abb. 1. Kristallisiertes Synthetisches Kohlenoxydhimoglobin. Vergr HOO facl 





Abb. 2. Kristallisiertes natiirliches Kohlenoxydhamoglobin 
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Bei der Kristallisation mit Alkohol war die Lésung des svnthetischen 
COHb ebenfalls durch zweimaliges Aussalzen und Wiederlésen in destil- 
iertem Wasser von 34°C méglichst einkonzentriert und die filtrierte 
Losung dann aber unter Belassung eines ziemlichen Cherdruckes, um 
eine zu starke Verdiinnung zu vermeiden. tiber Nacht gegen Leitungs- 
wasser und hierauf noch einige Stunden gegen destilliertes Wasser 
lialvsiert worden. Nach Abkihlen auf 0°C wurde sehr vorsichtig. 
mmer nur tropfenweise, unter standigem Umrihren eisgekuhiter Alkohol 
in einer Menge von héchstens einem Achtel zugegeben Wahrend des 
Stehens in einer Kaltemischung waren dann nach | bis 2 Tagen die 
Kristalle ausgeschieden. 

Nach dieser Methode habe ich ebenfalls wiederholt Kristalle von 
synthetischem COHb erhalten. Bei den Kristallen, die in Abb. 3 





Abb. 3. Kristallisiertes synthetisches Kohlenoxydhamoglobin. Vergr. 400fach 
te 


dargestellt sind und durch Kristallisation mit Alkohol erhalten worden 
waren, stammt das Hamatoprosthetin vom Menschen (analysiertes Pra- 
parat 161) und das Globin rom Plerde. 

Wie aus diesen Versuchen hervorgeht. ist also synthetisches Kohlen- 
oxydhimoglobin kristallisationsfahiq. 


1 A. Herzog, |. ¢. 











Uber die Hebung 
des Atmungskoeffizienten bei stimulierten Samen. 


Von 
M. Popoff und M., Stefanowa. 


[Aus dem Biologischen Institut der Universitat Sofia (Bulgarien) }. 


(Eingegangen am 10. Juli 1933.) 


Ausgehend von Studien iiber die Wirkung der Stimulation bei 
Zellen mit herabgesetzten Lebensfunktionen, als welche die Cysten 
von Einzelligen, die reifen unbefruchteten Eier u. a. anzusehen sind, 
hat Popoff die Auffassung vertreten, daB die Zellstimulationserschei- 
nungen in erster Linie eine Folge der Hebung der Oxydationsprozesse 
der Zelle sind und daB diese Steigerung des Oxvdationskoeffizienten 
die Intensivierung des gesamten chemischen Zellstoffwechsels nach 
sich zieht. 

Ks war nun von Interesse, diese Auffassung, die Popoff als Ausgangs- 
punkt auch fiir seine Studien iiber die Samenstimulation machte 
durch vergleichende Untersuchungen an stimulierten und nichtstimu- 
lierten Pflanzensamen zu beweisen. Zu diesem Zweck haben wir di: 
Veranderung des Atmungskoeffizienten von stimulierter Hirse wahrend 
der Keimung und in den ersten Tagen nach der Keimung untersucht 

Die fiir die Versuche verwandte Hirse wurde 7 Stunden lang in einet 
Losung von KBr 3° 99 stimuliert, bei welcher Behandlung eine optimal 
Stimulation erzielt wird. Als Vergleichskontrolle diente uns Hirse. die 
gleichzeitig 7 Stunden in destilliertem Wasser vorgequellt wurde. Die stimu- 
lierten Samen mitsamt der Kontrolle wurden 2 Monate lang bei 16 bis 18° ( 
an der Luft getrocknet und fiir die Versuche in * |, Liter fassenden weit 
halsigen Glasern auf feuchter Watte zur Keimung gebracht. Es braucht 
kaum erwahnt zu werden, das die Bedingungen fiir die keimenden Samen. 
wie z. B. die Menge der Watte, die Menge des destillierten Quellungswassers. 
die Keimungstemperatur usw. ganz die gleichen waren. Fiir die Versuche 
wurden jedesmal je 100 Samen — stimulierte und Kontrollsamen ver- 
wandt, deren Gewicht vollkommen das gleiche war. 

Die Keimungsgliser wurden wahrend der Dauer jedes  einzelnen 
Versuchs, was 4 bis 5 Tage ausmachte. im Wasserthermostaten bei 28° C 
gehalten. 
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Der Atmungskoeffizient wurde durch die Menge der ausgeatmeten 
( Og bestimmt. Die Versuchsapparatur bestand aus vier Pettenkofer-Rohren ; 
es liefen gew6hnlich zwei Parallelversuche. Wir bedienten uns der bekannten 
Versuchsanordnung: Die Luft wurde zuerst durch ein groBes 5-Liter-Cefal 
vefllt, durch in konz. KOH getrankten Bimstein durchgeleitet. an dem ein 
yweites mit konz. KOH-Lésung gefilltes GefaB angeschlossen war. Das 
vollstandige Abfangen der CO, wurde durch die Passage durch ein Ba(OH ). 
enthaltendes Gefab (14g kristallisiertes Bariumhydroxyd auf 1 Liter 
destilliertes Wasser) kontrolliert und dann die COs -freie Luft durch eine 
vierfache Verzweigung in die Keimungsglaser geleitet. 

Die durch die Keimlinge ausgeatmete CO, wurde in den je 150 com 
Ba(OH), enthaltenden Pettenkofer-Rohren abgetangen, die aus denselben 
austretende Lutt praventiv nochmals durch (dieselbe Konzentration) mit 
je 50 com Ba(OH), getillte Glaser durchgeleitet und dann das ganze System 
an eine Wasserpumpe angeschlossen. Die Titrierung des Ba(OQH)s in den 
Pettenkofer-Rohren und in den PraventivgetaBen wurde vor und nach dem 
Versuch mit n 10 Oxalsaéure ausgefiihrt. 

Die so zusammengesetzte Apparatur arbeitete sehr genau. 

Fin Kontrollversuch, bei dem 4 Stunden lang durch das ganze System 
Luft durchgesaugt wurde, zeigte keine Tritbung des Ba(OQH), sowohl in 
den Pettenkofer- als auch in allen anderen PraventivgefaBen. 

Kin anderer Versuch, bei dem die drei Keimungsglaser gleichzeitig 
mit je 100° nichtstimulierten Hirsenkérnern vom = gleichen Gewicht zur 
Auskeimung beschickt wurden, zeigte, dal die im Laufe von 5 Tagen von 
jeder Versuchspartie ausgeschiedene CQO, tiberall die gleiche war, was 
ebenfalls fiir die unbedingte Sicherheit der Versuchsanordnung sprach. 


Ausgeatmete C( Yo: 


Versuchspartie lL: 67,4 mg | 


2: 68,25 mg J) Differenz zwischen | und 2 — 0,45 mq. 
+s kl Differenz zwischen 2 und 3 O49 mq. 
i 3: 67,76 ,, Jj ‘ 


Die vorhandenen minimalen Schwankungen sind durch die unum- 
ganglichen kleinen individuellen Unterschiede im Wachstum der Keimlinge 
bedingt. Im groBen ganzen sind die Zahlen vollkommen gleichwertig. 


Ein anderes Bild ergaben die Versuche, bei denen die C O,-Ausscheidung 
von stimulierter und Kontrollhirse untersucht und bestimmt wurde. Es 
zeigte sich bei allen Versuchen, dai die Menge der von den stimulierten 
Samen ausgeschiedene CO, stets gréBer war als die aus den Kontrollen, 
wie dies aus den folgenden Zahlen zu entnehmen ist: 





Differenz 
zugunsten der 
2 stimulierten Samen 


Aus- 
geschiedene CO 


mg mg 

Versuch a: 

Stimuliert . 45,99 | — 

. 4 + 13,158 

Kontrolle oe 32,81 | F 15,1 
Versuch b: 

Sti 2 72.4: 

timuliert ; i 43 | + 14,82 


Kontrolle. . . . . 57,61 { 





436 M. Popoff u. M. Stefanowa. 





Differenz 
zugunsten der 
stimulierten Samen 


Aus- 
geschiedene CO 


mg mg 
Versuch pf! : 
Stimuliert —. 79,0 | 908 
Kontrolle . .. 58,16 | oer 
Versuch co! 
Stimuliert : 79,12 { 713 
Kontrolle . 71,99 | F 
Versuch cl; 
Stimuliert 75,1 i 5.92 
kKontrolle . 72,2 | ave 
Versuch d!: 
Stimuliert ni ad 143.6 13.65 
: ‘ One 
Kontrolle. 2... . 130.0 | 
Versuch d'; 
Stimuliert . 2... 142.2 ~ 
; aa’ + 12,45 
Kontrolle . . ae 129.8 | 


Versuch e: 
Stimuliert 2... 126.9 | ‘ 

Kontrolle. . . . . 113.8 pj 420s + 133) 

Die anyetiihrten Versuchsergebnisse bringen den Beweis, dab die 
stimulierten Samen einen héheren Atmungskoeffizienten aufweisen, was 
daraut hindeutet. daB die Stimulationserscheinungen mit einer Hebung det 
Oxydationsprozesse Zusammengehen. 

Es sind Versuche im Gange, welche die weitere Vertiefung der hier 
angeschnittenen Frage bezwecken. 


Zusammenfassung. 


Durch Bestimmmung der ausgeatmeten Kohlensaure bei der Keimung 
von stimulierten und nichtstimulierten Hirsesamen wird bewiesen, 
da} die stimulierten Keimlinge stets einen héheren Atmungskoeffi- 


zienten im Vergleich zu den nichtstimulierten normalen Samen auf- 
weisen. 
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Zur Kenntnis des Methylglyoxalspektrums, 


Von 
L. Marchlewski, J. Pizlo und W. Urbanezyk. 


Vorliutige Mitteilang aus dem medizinisch-chemischen Laboratorium det 
Jagiellonischen Universitat Krakau.) 


(Eingegangen am 10. Juli 1933.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


AnlaBlich der Untersuchung der Veranderungen, welche im Spek- 
trum der Glucose unter dem Einflu8 von Hydroxylionen stattfinden, 
haben Awiecinski und Marchlewski das Spektrum des Methylglyoxals 
untersucht!, welches bei der Zersetzung von Glucose unter dem EinfluB 
von siedender Natriumcarbonatlésung entsteht. Es wurde damals 
konstatiert, da Methylglvoxal eine sehr starke selektive Absorption 
des kurzwelligen Lichtes verursacht mit dem Maximum bei 2640 A. 
Dieses Resultat war verschieden von demjenigen, welches von Neu- 
berg und Schou® erhalten worden war. Die genannten Forscher hatten 
sich bei der Darstellung des Methylglvoxals der Methode von H. 0. L. 
Fischer und Taube bedient, die auf der Destillation von Dioxvaceton mit 
Phosphorsaureanhyvdrid beruht. Die Absorptionskurve dieses Produktes 
erwies ein Maximum bei 2780 A, also im Vergleich mit dem von Awie- 
cinski und Marchlewski beobachteten ein um 140 A nach der weniger 
gebrochenen Seite des Spektrums verschobenes Band. Mit dem Be- 
fund von Newberg und Schou stimmen die Angaben von Fischler, Hauss 
und Tdujfel® iiberein, welche ebenfalls fiir Methylglvoxal, aus Dioxy- 
aceton dargestellt, ein Band bei 2840 A fanden. 

Es war daher notwendig, die Ursache der Divergenz in den Angaben 
der Literatur aufzukliren. Im nachstehenden geben wir kurz unsere 
bisherigen Untersuchungsresultate, sind uns aber bewubt, daB die 
Frage nach dem Spektrum des Methylglvoxals durch dieselben noch 
nicht definitiv geklart ist; in naher Zukunft hoffen wir weitere Bei- 
trage geben zu kénnen. 


1 Bull. de la Soe. Ch. de France XLV—XLVI, 609, 1929. 


2 Diese Zeitschr. 191, 469, 1927. 
3 Ebenda 227, 163, 1930. 


28# 
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1. Methylglyoxal aus Glucose. 


Die Zersetzung der Glucose wurde genau nach der Vorschrift von Fisch/: 
ausgefthrt. 15g Natriumsulfit wurden in 250 cem 1.25 mol. Natriun 


carbonat gelést, die LOsung zum Sieden erhitzt und tropfenweise 5 g Glucose, 


in 150 cem Wasser gelést, zugesetzt. Das Destillat reagierte leicht m 
Nitrophenylhydrazin und gab einen roten Niederschlag. welcher aus Pyridi: 
und Alkohol kristallisiert rote Nadeln ergab, welche bei 281.5° © schmolze: 
Die Analyse des erhaltenen Osazons ergab jedoch Werte, welche mit de: 
berechneten nicht tibereinstimmten. Gef.: C 52.97°,, H 4.59°.. N 23.36° 
ber.: C 52,76%, H 3,85%, N 24.63%. 

Das erhaltene Destillat wurde kurz nach seiner Herstellung in eine: 
Schicht von 4 em untersucht und die Anwesenheit eines starken Absorption- 
bandes bei 2640 A konstatiert. Die Ubereinstimmung mit der friiheren 
Angabe von Marchlewski und Kwiecinski ist also vollstandig. 


In weiteren Versuchen strebten wir danach, konzentriertere Lé 
sungen des Methylglvyoxals zu erhalten, da wir beabsichtigten, das Ve1 
halten desselben zu Hydroxylionen zu untersuchen. 

In dem obigen Arbeitsgang wurden die Lésungen in doppelter Kon 
zentration angewandt, und die Analyse des erhaltenen Destillats erga} 
eine Methylglyoxalkonzentration, die ungefahr 0,0063 Mol pro Liter ent 
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sprach. Diese Lésung zeigte den Wert fiir py 7. war also neutral und ergaly 
in 2em Schicht spektrographisch untersucht die Absorptionskurve | 
(Abb. 1). Das Maximum liegt bei 2665 A, also einem Wert. der dem obigen 
nahekommt. 

Vergleicht man nun die so ermittelten Maxima mit den Ergebnissen, 
welche Marchlewski mit seinen Mitarbeitern beim Studium der Wirkung 
von OH-Ionen auf reduzierende Zucker erhalten hat, so drangt sich 
die Annahme auf, daB vielleicht das so charakteristische Band, welches 
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Methviglyoxalspektrum. 3) 


diese Zucker im ersten Stadium der Einwirkung von NaOH zeigen, 
auf Methylglvoxal zuriickzuftihren ist, und zwar auf eine Form des 
Methylglyoxals, die ganz andere optische Eigenschaften besitzt als die 
von Neuberg, Schou, Fischler, Hauss, Taujel untersuchte. Eime nihere 
Untersuchung dieser Frage belehrte uns aber bald, dai das aus Glubose 
nach Fischlers Methode hergestellte Methylglyoxal nicht ftir die Ent- 
stehung des bekannten Bandes bei der Behandlung von Glucose bei 
gewohnlicher 'Temperatur mit verdiinnten Alkalien verantwortlich ge- 
macht werden kann. Das genannte Band ist nur bestandig, solange in 
der Lésung eine gewisse Hydroxylionenkonzentration vorhanden. ist. 
Werden diese Ionen zum Verschwinden gebracht, so verschwindet auch 
das Band. Nicht so im Falle des aus Glucose dargestellten Methyl- 
glyoxals. Kurve 2, Abb. 1 zeigt die Absorption des Methylglyvoxals, 
aus Glucose hergestellt, in alkalischer Lésung. Der Zusatz der Lauge 
geschah in der Weise, daB eine zweimal verdiinntere Konzentration 
auf Methylglyoxal berechnet entstand als im ersten Versuch, welcher 
durch Kurve 1 reprasentiert ist; die alkalische Lésung wurde daher 
in 4em Schicht untersucht. [hr pa-Wert betrug 11,68. Wie ersichtlich, 
zeigt die Kurve ein Maximum bei 2690 A, ein ahnliches Band zeigt 
aber auch Kurve 3, dessen pu-Wert nur 9 betrug, und dasselbe Band, 
(bei 2650 A) Kurve 4, zeigt auch eine saure Losung mit dem Wert pu 3.4, 
also unter Bedingungen, unter welchen die mit NaOH zuerst behan- 
delten und neutralisierten Glucose-, Galaktose-, Arabinose-, Rhamnose- 
oder Maltoselésungen kein Band bei etwa 2670 A aufweisen. Auffallend 
nur ist die Tatsache, daB die stark alkalische Methylglyoxallésung ein 
schwaches Band bei etwa 4050 A zeigt, welches auch bei der alkalischen 
Lésung von Maltose konstatiert wurde. 


2. Methylelyexal aus Glycerin. 
Zur Darstellung wurde die Vorschrift von Neuberg benutzt. 


100 ¢ Glycerin und 10g Eisensulfat, in 100 cem Wasser gelost, wurden 
wahrend 8 Stunden mit 600 cem 6,15°,igem H,O, bei 8 bis 13° C digeriert. 
Die Lésung verblieb nach dem Zusatz des H,Q, iiber Nacht im Eisschrank. 
Die Lésung wurde hiernach mit Caleiumearbonat versetzt, die schwach 
saure Lésung filtriert und im Vakuum bei 30 bis 35° zur Sirupkonsistenz 
eingeengt. Der Sirup wurde alsdann mit dem viertachen Volumen ab 
solutem Aethanol und !/, Volumen Ather versetzt. Die Mischung wurde 
filtriert und das Filtrat durch Erwarmen im Vakuum auf 25° C konzentriert. 
Der Riickstand wurde mit 400 cem Wasser versetzt und wiederum im 
Vakuum auf 150 cem eingedampft. 10 com des Sirups wurden schlieSlich 
mit 2g konzentrierter Schwefelséiure destilliert und das verdamptende 
Wasser periodisch ersetzt. Das Destillat wurde ohne weitere Reinigungen 


optisch untersucht. Es reagiert sauer und zeigt py gleich 2, 


1 4nm. bei der Korrektur. Herr C. Newherq teilte uns giitigst mit. daB 
die obige Methode ein vollig neutrales Produkt lefern kann. 
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Messungen ergaben die Extinktionskurve 1, Abb. 2, mit den 
Maximum bei 2765 A, also iibereinstimmend mit den Angaben vo; 
Neuberg und Schou, welche 2780 A fanden, une weniger iibereinstimmend 
mit den Angaben von Fischler, Hauss und Téufel, die den Wert 2842 \ 
angaben. -Allerdings war die von uns untersuchte Lésung, wie erwahnt 
sauer, Wird dieselbe alkalisch gemacht, mit dem py-Wert 11,03, so 
wandert das Maximum nach dem Rot zu, es liegt jetzt bei 2870 A (vg! 


Kurve 2, Abb. 2), und wird die Lésung nach SOstiindigem Stehen vor 
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Abb. 2. 


neuem untersucht, so zeigt sich eine starke Vertiefung der Absorption, wic 
Kurve 3, Abb. 2, veranschaulicht, obwohl das Maximum unverandert ist 
(2870 A). Fiir eine saure Lésung mit unbekanntem py fanden Fiseh/-r, 
Hayss und Tdufel einen dem unserigen naheren Wert, nimlich 2802 A. 

GemaB obigen Ausfiihrungen ist die Frage nach dem Spektrum des 
Methylglyoxals noch nicht gelést. Die bis jetzt untersuchten Praparate 
waren sicherlich, voraussichtlich mit Ausnahme des von Neuberg und 
Schou untersuchten, nicht rein oder einheitlich genug, und weitere 
Versuche miissen Klarheit schaffen. Eins darf jedoch aus den bisherigen 
Ergebnissen geschlossen werden, daB das von uns in alkalischen Lésungen 
der Hexosen und Pentosen sowie der Maltose bei etwa 2682 A gefundene 
Band nicht vom Methylglyoxal herriihren kann, obgleich dasselbe, 
falls aus Glucose hergestellt, ebenfalls ein Band bei 2665 A aufweist. 
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Studien iiber die Aminosulfonsiuren. 


I. Mitteilung: 
Die Benzoylierung der Aminosulfonsiuren, 
Von 
Bertil Josephson. 


Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Lnstituts, 


Stockholm.) 


(Eingegangen am 12. Juli 1933). 


Wie zuvor erértert worden ist (9), ist gezeigt, daB in den ge- 
paarten Gallensauren, wenigstens in den Cholsdiurederivaten, das Chol- 
siuremolekiil durch eine Peptidbindung an die Aminoséiure gebunden 
ist [Bondi und Miller (1)}. Um die Einwirkung dieser Kopplung auf die 
Kigenschaften des Taurins zu studieren, habe ich versucht, eine andere 
Substanz herzustellen, in welcher das Taurin auf dieselbe Weise ge- 
bunden ist. Zu diesem Zweck habe ich Benzoyltaurin synthetisiert 

Bisher war keine zuverlassige, generell anwendbare Methode an 
gegeben, Taurin und andere Aminosulfonsiuren zu benzoylieren. Da 
ja das Benzoylieren fiir die Charakterisierung, Reindarstellung und 
Bestimmung von grobem Belang ist, wiirde eine solche Methode auch 
ein bedeutendes chemisches Interesse haben. Dieses gilt noch mehr 
weil nunmehr eine Anzahl Aminosulfonsauren fiir Chemie, Biologic 
und Pharmakologie eine wachsende Bedeutung erlangt haben Ich 
habe darum eine Methodik ausgearbeitet, diese Sauren zu benzovlieren 

Die aliphatischen Aminosulfonsiuren wurden in gesittigter 
Ba (OH),-Lésung, die aromatischen in Pyridin mit Benzoylchlorid 
benzoyliert. Mit dieser Methodik habe ich eine Reihe verschiedenartiger 
Aminosulfonsiuren benzovliert. 


1. Frithere Versuche. 


Die Reindarstellung von Benzoylaminosulfonsauren gelingt nicht mittel- 
der gebrauchlichen Methoden zur Darstellung anderer acylierter Amine 
und Aminosaéuren. Das hat folgende Ursache: Obwohl die meisten de: 
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freien Aminosulfonsauren neutral oder mur schwach sauer reagieren, sin 
doch deren Acylierungsprodukte gleich den einfachen Sulfonsauren all 
sehr starke Séiuren und in Wasser leicht léslich. Sie kénnen deshalb nich 
direkt aus ihren Wasserlésungen ausgefallt werden. Trotz dieser Schwierig 
keiten ist es jedoch gelungen, einige Aminosulfonsiuren zu benzoylieren 
und zwar in erster Linie die aromatischen Aminosulfonsaiuren. Die Rein 
darstellung dieser Benzoylderivate wurde durch die Uniléslichkeit ihre: 
Ba-Salze in Wasser erleichtert. So gelang es Engelhardt und Latschinot} (3 
schon 1868, Sulfanilsiure (p-NH,C,;H,SO,OH) zu benzoylieren. Es gelany 
diesen Verfassern jedoch niemals, ihr Benzoylierungsprodukt rein dat 
zustellen. Spater geben Reverdin und Crépieux (12) an, 0-Toluidin-p-sulfon 
saure benzoyliert zu haben. Genauere Synthesen sind von Schroeter (14 
ausgefiihrt worden. Er benzoylierte Sulfanilsaure in NaOQH-Lésung mit 
Benzoylehlorid nach Schotten- Baumann. Naphthionsidure (1-Naphthylamin 
4-sulfonsiure) benzoylierte Schroeter, indem er deren Na-Salz mit Benzoe 
siureanhydrid behandelte. Auch Schroeter gab seine Ausbeute nicht an 
und begniigte sich mit der Darstellung des Na-Salzes der Benzoylverbin 
dungen.  Utzino (18) hat Chloracetylsulfanilsiure aus Chloracet ylehlorid 
und Sulfanilsiure in NaOQH-Lésung hergestellt. 

Bedeutend schwieriger als die Benzoylierung der aromatischen ist diese 
Prozedur fiir die aliphatischen Aminosulfonsaiuren. Deren Salze sind 
niimlich alle in Wasser leicht léslich, was die Reinigung erschwert. Tauber (15) 
verétfentlichte 1904 eine Serie Versuche, die seinen MiBerfolg bei der Dar- 
stellung der Benzoyl- und Phthalylderivate von Taurin (N H,C H,C H,S 0,0 H) 
demonstrieren. Spater haben es Schmidt und Scoft (13) versucht, Taurin 
mit Benzoylehlorid in NaHCO,-Lésung zu benzoylieren. Sie erhielten 
ein Rohprodukt (Ausbeute nicht angegeben), das nicht kristallisierte und 
nicht vollstandig zu reimigen war. Das erhaltene Benzoyltaurin ist nach 
ihren Angaben in Alkohol schwer léslich. Wie aus nachstehenden Aus 
fiihrungen hervorgeht, war das von mir erhaltene Benzoyltaurin in Alkohol 
léslich. Sie haben nicht das Benzoylderivat frei aus deren Salzen dar- 
gestellt. Teraoka (14) acetylierte Taurin mit Essigsiureanhydrid in NaOH. 
Losung. 

Im iibrigen wurden die Benzoylderivate der Aminosulfonsiuren auch 
auf andere Weise als iiber die betreffenden Sauren selbst dargestellt. So 
haben Gabriel und Mitarbeiter (4) (5) Benzoyltaurin durch Oxydation von 
“#-Phenylthiazolin mit Brom gewonnen. Nach demselben Prinzip hat 
Pinkus (11) Benzoyl-y-amino-propan-z-sulfonséure aus —”-Phenylpenthi 
azolin durch Oxydation mit Br dargestellt. Auch durch Sulfonierung von 
Benzamiden konnten Benzoylaminosulfonséiuren dargestellt werden. Schon 
Engelhardt und Latschinoff (3) gelang die Darstellung von Benzoylsulfanil 
sdure auBer in oben erwihnter Weise auch durch Sulfonierung von Benz 
anilid mit SO,. Ihre Ausbeute war jedoch aéuBerst gering. Knoevenagel 
und Lebach (10) stellten benzoyl-amino-methan-sulfonsaures Natrium durch 
Erhitzen von Benzamid, Formaldehyd und NaH SO, dar. Ihre Angabe. 
die Ba- und Pb-Salze der Benzoyl-amino-methan-sulfonsiure seien in 
Wasser schwer léslich, erscheint zweifelhaft, da sowohl die Salze det 
Benzoylaminosulfonsaure als auch des Benzoyltaurins und der Benzoyl- 
aminopropansulfonsaure mit diesen Metallen leicht léslich sind. Auch 
Benzoylaminosulfonsiure (CgH,CONHSO,OH) wurde von Biihner (2) 
durch Behandlung von Benzamid mit konzentrierter Schwefelsaéure und 
Essigsaiureanhydrid dargestellt. 
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Wie hieraus ersichtlich, wurde die Reindarstellung der freien 
Benzoyl-amino-sulfonsiuren hauptsaichlich verhindert oder erschwert, 
weil man in erster Linie deren Alkalisalze darstellte in Angleichung an 
das Verfahren bei Benzoylierung der Aminocarbonsaiuren. Wegen der 
Leichtléslichkeit der Benzoylaminosulfonsiuren in Wasser und Alkohol 
gelang es nicht, aus deren Salzen die betreffenden Saéuren frei zu ge- 
winnen. sci. der Anwendung der Methode von Schotten- Baumann 
wurde auberdem in der Regel eine schlechte Ausbeute erzielt, da man 
entweder in zu stark oder zu schwach alkalischer Losung benzoylierte. 


2. Methodik. 


Eine betrachtlich bessere Ausbeute und reinere Produkte erhielt ich 
durch Benzoylieren von Aminosulfonséuren, besonders den aliphatischen, 
in Ba (OH ).-Lésung. Dieses Lésungsmittel bot gleichzeitig den Vorteil, 
daB sich das Benzoylderivat ohne Schwierigkeit isolieren lieB, indem man 
das Reaktionsgemisch mittels H,SO, von Barium befreite. Das galt eben- 
falls fiir die aromatischen Benzoylaminosulfonsiuren, deren Ba-Salze in 
Wasser schwer léslich waren. Die Benzoylierung ist unter Eiskiihlung vor- 
zunehmen. Die Aminosulfonsaiure soll in gesattigter Ba (OH ).-Lésung mit 
reichlichem UberschuB an Ba (OH), gelést sein. Auf diese Weise erreichte 
man, daB die Reaktionsbedingungen wahrend des ganzen Verlauts der 
Reaktion gleich blieben, weil die Lésung eine Alkaleszenz von ungefahr 
PH 13.5 beibehielt. Bei der Benzoylierung nach Schotten-Bawmann in 
Loésung von NaOH, NaHCO, oder CH,CO,Na dagegen verschiebt sich 
ja die Reaktion fortlaufend nach der sauren Seite hin. Benzoylchlorid 
wird in kleinen Portionen unter energischem Schiitteln zugesetzt. Man 
schiittelte, bis jeder Geruch von Benzoylehlorid verschwunden war. Theore- 
tisch werden zur Benzoylierung aquimolekulare Mengen Aminosulfonsiure 
und Benzoylchlorid verbraucht; weil jedoch immer etwas Benzoylechlorid 
in Ba-Benzoat iibergeht, ist es ratsam. einen bedeutenden UberschuB an 
Benzoylchlorid anzuwenden. Nachdem man das Ba mit der aquivalenten 
Menge H,S QO, ausgefallt hatte, blieb das Benzoylierungsprodukt in Lésung. 
Man konnte sodann (und dies gilt nur fiir die aliphatischen, nicht fiir die 
aromatischen Verbindungen) HCl mit Ag,CO, fallen und die Lésung der 
freien Saéure zur Trockene verdampfen.  Hierauf wurde die Benzoyl- 
verbindung mit Alkohol extrahiert und mittels Ather kristallinisch gefallt. 
Ein UberschuB von Benzoesiure blieb dabei in Lésung. 

Fiir Aminosulfonsaiure (NH,SO,OH) war in gewisser Beziehung eine 
Abweichung von dem oben angegebenen Verfahren notwendig, da deren 
Benzoylderivat éuBerst labil ist und, wie DBiihner (2) gezeigt hat, sehr 
leicht unter Aufnahme von Wasser in saures Benzamidsulfat jibergeht. 
Noch gr6éBer ist in alkoholischer Loésung die Neigung zur Bildung von 
Benzamid-athyl-sulfat dureh Aufnahme eines Molekiils Alkohol. 


(,H,CONHSO,OH | HyO — CyH,CONH,SO,H 
CgH,CONH, 

C,H,CONHSO,OH + C,H,0H SO, 
CH, 


Letztere Reaktion trat unmittelbar ein. sobald Benzoylaminosulfonsiure 
in alkoholische Lésung gebracht wurde. sogar bet einer Temperatur von 








444 B. Josephson: 


20°. Man mubte deshalb in diesem Falle auf die Reinigung durch Kri 
stallisieren aus Alkohol verzichten. Statt dessen habe ich das Silbersal: 
der Benzoylverbindung dargestellt, das leicht umzukristallisieren war. Nac} 
Behandeln seiner wasserigen Lésung mit H,S wurde bei niedriger Tempe- 
ratur eingedunstet, wobei man bei vorsichtigem Arbeiten das Benzoylderivat 
rein und ohne Sulfatreaktion erhielt. Im iibrigen miissen bei diesen Ver 
bindungen alle Manipulationen in saurer Reaktion unter Eiskiihlung vor 
genomimen werden, um eine Umlagerung zu verhindern. 


Mittels dieser Methodik war aus den aliphatischen Aminosulfon- 
siuren und NH,SO,OH = eine Ausbeute von 75 bis 90°, der 
Theorie zu erreichen. Aus den aromatischen erzielt man nur un- 
gefahr 30°,. 


Bei den aromatischen Aminosulfonsiuren, deren Benzoylderivate 
mit Ba Salze geben, die in Wasser schwer léslich sind, konnte man 
die Ausbeute wesentlich verbessern, indem man diese Siiuren in Pyridin 
folgendermaBen benzoylierte: Die in Pyridin aufgeschwemmte Amino- 
sulfonsiure wurde mit der berechneten Menge Benzoylchlorid versetzt 
und die Mischung auf dem Wasserbad erwarmt. Wenn die Amino- 
sulfonsiure vollstindig in Lésung gegangen ist, ist die Reaktion be- 
endet. Die Pyridinlésung hatte jetzt eine starke Braunfairbung an- 
genommen. Die Lésung wurde mit Wasser vermischt und danach 
Ba(OH), im CUberschuB hinzugesetzt. Die Fallung vom Ba-Salz der 
Benzoylverbindung wurde durch Waschen mit Ather von Pyridin- 
verunreinigungen befreit. Das ausgefallte Ba-Salz wurde gewaschen 
und zweimal aus siedendem Wasser kristallisiert, wonach das Praparat 
chloridfrei und analysenrein erhalten wurde. Zur Gewinnung des 
freien Benzoylderivats fallte man Ba mit H,SO,, dunstete bei niedriger 
Temperatur bis zur Trockenheit ein, extrahierte mit Alkohol und fallte 
mit Ather. Ausbeute des Ba-Salzes 90 bis 95°. des freien Benzoyl- 
derivats etwa 70°, der Theorie. Zur Benzoylierung der aliphatischen 
Aminosulfonsiuren war die Pyridinmethode ungeeignet, weil die 
Benzoylverbindungen nicht durch Ausfallen als Metallsalz von Pyridin 
zu befreien waren. 


Trotz zahlreicher Versuche ist es mir nicht gelungen, Dibenzoyl- 
derivate der Amino-sulfonsiuren herzustellen. 


3. Die Benzoylierungsprodukte. 


Die Benzoylaminosulfonsiuren waren weibe kristallinische, ziemlich 
hygroskopische Substanzen. Sie waren alle starke Saéuren, in Wasser 
leicht léslich, in Alkohol ziemlich leicht léslich (Benzoylaminosulfon- 
siure jedoch, wie schon genannt, unter Zerfall), schwer léslich in Aceton, 
unléslich in Ather, Chloroform, Benzol. In Wasserlésung zerfielen sie 
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leicht in Benzoesiure und Aminosulfonsiure, besonders unter Er- 
warmen oder bei alkalischer Reaktion. Die Metallsalze der benzovlierten 
aliphatischen Aminosultonsiuren und NH,SO,OH waren alle in Wasser 
leicht léslich. Die Metallsalze der entsprechenden aromatischen Ver- 
bindungen mit Ausnahme der Alkalisalze waren dagegen schwer léslich 
in kaltem, leichter léslich in warmem Wasser. Am geringsten war die 
Léslichkeit der Bariumsalze. Sie waren in kaltem Wasser fast un- 
léslich, in Wasser von 100° betrug die Léslichkeit 0.1 bis 0,2 ° Alle 
untersuchten Salze der Benzoylaminosulfonséuren waren gut kristalli- 


O° 


sierbar; besonders charakteristisch waren die letztgenannten aroma- 
tischen Ba-Salze, die aus warmem Wasser als schéne, weibe, stark 
silberglanzende Schuppen ohne Kristallwasser ausfielen. Als Sauren 
waren sie einbasisch und bildeten deshalb nur eine Art Metallsalze. 
Biithners (2) Angabe, von der Benzoylaminosulfonsiure existieren zwei 
verschiedene Silbersalze, eines mit einem, eines mit zwei Ag im Molekiil, 
konnte ich nicht bestatigen. Mit Sauren bildeten sie natiirlicherweise 
keine Salze. Alle Versuche, die Sulfonsiuregruppe zu verestern oder zu 
chlorieren ist an der Hydrolyse der Benzoylverbindungen gescheitert. 
Die freien Sauren waren nicht lange halthar. Sie wurden allmahlich 
in Benzoesiure und freie Aminosulfonsiure gespalten. |Besonders 
schnell hydrolysierte die Benzoylaminosulfonsiure. 


Benzoylaminosulfonsdure (CgH,;,CON HSO,OH ). 


20 g Aminosulfonsaiure (NH,SO,OH) [nach Houben und Pfankuch (8) 
dargestellt] wurden in 100 cem Eiswasser gelést, mit 70 ¢ Ba (OH), 8 H,O 
versetzt und mit 30g Benzoylchlorid benzoyliert. Danach wurde unter 
Eiskiihlung Ba vorsichtig mit berechneter Menge H,5QO,, 50 Vol-°., ge- 
fallt und filtriert. Der UberschuB an Benzoesiure wurde durch Waschen 
mit Ather fortgeschafft. Sodann fiigte man Ag,(O, hinzu bis zu neutraler 
Reaktion (etwa 60g). SchlieBlich wurde die Lésung vorsichtig mit einem 
geringen UberschuB an Ag,CO, auf dem Wasserbad erwarmt, bis jede 
CO,-Entwicklung aufgehért hatte. Filtrieren. Eindunsten im Vakuum 
auf etwa 100ccm. Fallen mit 20 Volumen Aceton. Dabei fiel das Silbersalz 
der Benzoylaminosulfonsiéure in filziger Masse kleiner, glinzender, weiber 
Kristallnadeln aus. Eine Nacht im Dunkeln stehen lassen,  Filtrieren. 
Die Fallung wurde mit Aceton und wasserfreiem Ather gewaschen und 
im Vakuum bei 30° getrocknet. Alle Manipulationen mit dem Silbersalz 
haben unter Vermeidung von Tageslicht zu geschehen. Ausbeute 59 ¢ 
( 94°. der Theorie). 

20g C,H;CONHSO,Ag wurden in 50cem Wasser gelést und unter 
Eiskiihlung mit H,S gesattigt, filtriert und im Vakuum bei Zimmertempe- 
ratur bis zur Trockenheit eingedampft. Man erhielt so die freie Benzoyl- 
amino-sulfonséure in Kristallscheibchen. Die Kristalle waren rechteckige 
Schuppen mit frischem, zusammenziehendem, stark saurem Greschmack. 
Leicht léslich in Wasser und Aceton sowie unter Zerfall auch in Alkohol. 
Schmelzpunkt 228°. Die stark saure Wasserlésung gab mit BaCl, nicht 
unmittelbar Fallung. LieB man die Lésung einige Tage bei Zimmertempe- 
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ratur stehen oder einige Sekunden sieden, so bekam man dagegen eine 
starke Sulfatreaktion. Ausbeute 12,5 g (= 96°, der Theorie). 


10,1734 mg Substanz ergaben 0,721 mg N} 


10,1734 ., oe oa 0,731 ON 
9,6686 ,, “ - 0,689 ., N 
6.3493 ., és 7 7,4364 .. BaSO, 
4,2824 ., os ” 5,0279 ,, BaSO, 
4.9903 ,, ra * 5,8299 ,, BaSO, 





Berechnet Gefunden 


mmm «ss 6,97 7,14 
We ee se cs 15,92 16,04 


10g CgH,CONHSO,Ag wurden wie ohen mit HgS behandelt und 
filtriert. Die Lésung sodann mit BaCO, (4g) neutralisiert und schlieBlich 
mit geringem UberschuB an BaCO, auf dem Wasserbad erwarmt. Filtriert. 
Mit 20 Volumen Aceton gefallt, wobei das Ba-Salz in schénen, weiBen 
Kristallnadelchen ausfiel. Waschen mit Aceton und Ather. Trocknen 
im Vakuum bei 50° Ausbeute 8g (= 91°, der Theorie). 


0.3216 g¢ Ba-Salz ergaben nach Verbrennen mit H,SO, 0,1386 ¢ BaSO, 
0.1971 g a an % H,SO, 0,0853 g BaSO, 





0,2212 g o» * % * » H,SO, 0,0959 ¢ BaSO, 
10,2002 mg ., a 0,540 mg N 
10,2002 ,, + a 0,588 ., N 
9,9854 ,, on Pr 0519 4, ON 
0,1846 g¢ 0.1614 g¢ BaSO, 
0.2527 g " . 0,2212¢ BaSO, 
(CoHjCONHS0,0).Ba— Gefunden 

Ba in % 25,57 25,44 

N » A 5,21 5,25 

So «»« % 11,91 11,99 


Benzoyltaurin (C,H,CONHCH,CH,SO,OH). 

13. g¢ Taurin (Schuchardt) wurden in 200 ccm Wasser gelést und mit 
90 g Ba (OH), 8 H,O versetzt. Mit 28g Benzoylchlorid behandelt. Vor- 
sichtig aquivalente Menge H,SO, zugesetzt. Filtriert. Sodann mit Ag,CO, 
in Uberschu8 versetzt. Auf dem Wasserbad erwarmt, bis jede CO,-Ent- 
wicklung aufgehért hat. Filtriert. Mit H,S in Uberschu®8 behandelt und 
wiederum filtriert. Im Vakuum bis zur Trockenheit eingedampft. Der 
Riickstand wurde wiederholt mit im ganzen 200 cem warmem, absolutem 
Alkohol extrahiert und filtriert. Die alkoholische Lésung wurde im Vakuum 
bis zu einem Volumen von ungefahr 50 cem eingedickt und wiederum filtriert. 
Hierauf Fallen mit 10 Volumen wasserfreiem Ather. 


* Die N-Bestimmungen wurden nach der Hypobromitmethode [Me- 
thodik Teorell (16)] ausgefiihrt. Diese Methode hat sich fiir die hier be- 
handelten Substanzen gut bewahrt. Ubrige Analysen nach Pregl. 
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Benzoyltaurin fiel als schweres farbloses Ol aus, das bald in einen 
Kuchen glinzender, weiBer, rosettenf6rmig angeordneter Kristallnadeln 
iiberging. Nach zweimaliger Umkristallisation aus Alkohol-Ather wurde 
mit Ather gewaschen und im Vakuum bei 60° getrocknet. Ausbeute 19,2 g 

- 81°, der Theorie). Die Kristalle sind in Wasser und Alkohol leicht 
léslich; Geschmack bitter, taurinahnlich, stark sauer; Reaktion stark sauer. 
Der Schmelzpunkt war nicht exakt; Zerfall unter Braunfiirbung zwischen 
150 bis 155°. 


18,883 mg Substanz ergaben 1,148 mg N 


19,993 ,, ” »» 1,223 , N 

21,315 ,, 9» % 1,299 ,, N 

13,455 ,, o» 9 12.94 ., BaSO, 

11,477 ., - - 1108 ., BaSO, 

4,737 ., re - 7,790 ., CO, und 2.26mg H,O 
5,097 ,, 9 ” 8,500 ,, CO, ,, 2,36 ,, H,O 





Berechnet Gefunden 


N in _ +e ew 6,11 6,11 
s.a%....) oe 13.21 
Cc. % 47.16 46,30 
a, % 4,80 5,27 


Benzoyl-[}-amino-propan-x-sulfonsdure 


[CcsH;CONHCH(CH,)CH,SO,OH] (Benzoyl-methyl-taurin) 


wurde aus /}-Amino-propan-«-sulfonséure [CH,CH (NH,) CH,SO,OH] dar- 
gestellt. Diese wurde ihrerseits aus Propylenimin (NH—CH,—CH—C H,) 


durch Behandeln mit SO, erhalten [Gabriel und Mitarbeiter (6) (7)]. Die 
Ausbeute dieser Synthese war recht gering. Aus 50g Allylamin resultierten 
nur ungefihr 10 g Propylenimin. Diese 10 ¢ ergaben etwa 2 g der Amino- 
sulfonsiure in nadelférmigen, gelblichen Kristallen. Nach Umkristalli- 
sation aus Wasser resultierten 1,7 g weiBer Kristalle mit einem Schmelz- 
punkt von 213°. Im Wasser ziemlich léslich. Reaktion sauer. Taurin- 
ahnlicher Geschmack. Die Substanz wurde nicht analysiert. 

16g /-Amino-propan-sulfonsiure wurden in 25cem Wasser gelést 
und mit 5g Ba (OH), 8 H,O sowie 2 g Benzoylchlorid versetzt. Im iibrigen 
wurde wie bei Benzoyltaurin verfahren. 

Bei Fallen mit Ather aus der alkoholischen Lésung kristallisierte die 
Benzoylverbindung in kleinen, nadelf6rmigen, weiben, seidig glinzenden 
Kristallen. Nach zweimaliger Umkristallisation aus Alkohol-Ather war die 
Substanz chloridfrei. Trocknen im Vakuum bei 60° bis zur Gewichts- 
konstanz. Ausbeute 2,l g ( 75°, der Theorie). Die Kristalle waren 
leicht léslich in Wasser. Reaktion und Geschmack stark sauer. Schmelz- 
punkt 192 bis 195°. 


24,538 mg Substanz ergaben 1,389 mg N 


24,510 ,, . » 41,3800, N 
19,199 ,, a » 1,076, N 
23,447 ,, ‘ ~ ie. 8 
18,581 ,, ‘ . 17,613 ., BaSO, 
16,284 ,, - » 15,292 ,, BaSO, 


29* 
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Berechnet Gefunden 


Se 5,76 5.65 
eee ae 13,17 12,93 


Benzoylsulfanilsdure, (C,H,;CON HC,H,SO,OH ), 


Benzoyl-p-amino-benzolsulfonsdure. 


21 g Sulfanilsiure (p-NH,Cy,H,SO,OH + 2 H,O) wurden mit 100 cen 
reinen Pyridins gemischt. 13 ¢em Benzoylchlorid wurden langsam zu 
gefiihrt und die Mischung sodann auf dem Wasserbad erwarmt, bis ein 
klare gelbbraune Lésung resultierte. Diese wurde in 500 cem Wasser iiber 
gefiihrt und mit 100g Ba (OH), 8 H,O versetzt. Die entstandene dicke. 
grauweibe Fallung wurde auf dem Filter gesammelt und dreimal mit Wasser, 
Aceton und Ather gewaschen, getrocknet und zweimal aus etwa 35 Lite: 
siedenden Wassers umkristallisiert, wobei die warme Lésung durch geheizte 
Filter filtriert wurde. Das Ba-Salz kristallisierte in schénen, weiBen, silber 
glanzenden Schuppen. Trocknen bis zur Gewichtskonstanz im Vakuum 
bei 70°. Ausbeute 33,3 ¢ (= 96°, der Theorie). Das Salz war in kaltem 
Wasser so gut wie unléslich. In siedendem Wasser betrug die Léslichkeit 
bis zu etwa 0,1"). 


0,2499 g Substanz ergaben nach Verbrennen mit H,SO, 0,0847 ¢ BaSO, 


0,2132 g * ’ a Es » H,SO, 0.0722 ¢ BaSO, 
0,4945 ¢ ” 9 ” 9 » H,SO, 0,1675g¢ BaSO, 





Berechnet fiir ’ : 
(Ce Hg CON HC, Hy S03) Ba Gefunden 


2 19,93 19,93 


10 g¢ des Ba-Salzes wurden in 200 cem Wasser aufgeschwemmt und 
unter Eiskiihlung vorsichtig mit 7,4cem 10 (Vol.) °,iger HySO, versetzt. 
24 Stunden kraftig geschittelt. Filtriert. Im Vakuum bei Zimmertempe- 
ratur bis zur vélligen Trockne eingedunstet. Der weiBe Riickstand dreimal 
mit zusammen 200 cem warmen absoluten Alkohols extrahiert. Die zu- 
sammengefiigten Alkoholextrakte wurden filtriert und im Vakuum auf ein 
Volumen von etwa 25 cem gebracht. Daraufhin mit Ather bis zu deutlicher 
Opaleszenz versetzt. Die Lésung wurde zur Kristallisation in den Eis- 
schrank gebracht. Zeigte sie Tendenz zu Klaérung, wurde weiterhin Ather 
zugegeben. Setzte die Kristallisation nicht ein, wurde die GefaiBwand 
mit einem Glasstab gerieben oder, wenn zuganglich, mit einem Kristall 
kristallinischer Benzoylsulfanilsiure geimpft. Gewodhnlich war die Ge- 
faBwand nach 24 Stunden mit einer Schicht von éuBerst spréden, langlichen, 
rechteckigen, bukettférmig angeordneten Kristallen ausgekleidet. Man 
fiigte dann allmahlich mehr Ather hinzu, bis keine weitere Fallung auftrat. 
Die Mutterlauge konnte von der Kristallmasse, die an der GefaBwand 
haftete, dekantiert werden. Die Substanz wurde mit wasserfreiem Ather 
gewaschen, aus Alkohol-Ather umkristallisiert und im Vakuum bei 30° ge- 
trocknet. Ausbeute 6,4 g¢ (= 80°, der Theorie). 


Die trockene Saure kristallisierte in kleinen, plumpen, rechteckigen 
Prismen. Schmelzpunkt 264°. Sie war duBerst leicht léslich in Wasser. 
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Aminosulfonséuren. I. 449 


Geschmack bitter-sauer. Reaktion sauer. Leicht léslich in Alkohol und 
\ceton, In Wasserlésung zerfiel die Substanz bei Zimmertemperatur 
binnen einigen Tagen unter Bildung von Benzoesiure und = Sulfanil- 
siure (Benzoesaiure fiel aus). Der Zerfall wurde durch Warme = stark 
beschleunigt. 


7,1200 mg Substanz ergaben 0,346 mg N 





7,1200 ,, - 0,345 ,, N 
8.0441 ,, o ee 0,394 ,, N 
11,928 _,, °° = 10,080 ,, BaSO, 
12,766 4 99 - 10,700 ., BaSO, 
13,782 __,, ” % 11,605 ,, BaSO, 
oc: . ae 99 - 14,711 .. COg und 2,615 mg H,O 
Gefunden | Berechnet 
Se re 5,05 4,87 
—— - 11.55 11,56 
ea, re 55.96 56,32 
ee. ae 4.05 3,97 


Benzoyl-2-amino-1-toluol-5-sulfonsaure 
CH, 

CgH,CON H— 
$0,0OH 


2h g 2-Aminotoluol-5-sulfonsiure (NH,CH,Cs,H,SO,OH) (Eastman, 
Kodak Co.) wurden mit 100g Pyridin und 13cem Benzoylehlorid behandelt. 
Das Verfahren war vollstandig dem fiir die Darstellung von Benzoylsulfanil- 
saure gleich. Ausbeute an Ba-Salz 35¢ ( 98°, der Theorie). Auch 
dieses Bariumsalz kristallisierte in schénen, stark silbergliinzenden Schuppen, 
die in kaltem Wasser fast unléslich, in siedendem Wasser schwer léslich 
waren. 


0,7418 g Substanz ergaben nach Verbrennen mit H,SO, 0.2413 g¢ BaSO, 


0.7419 g - - ‘i “ » H,SO, 0.2416 g¢ BaSO, 
0.4913 ¢ ‘ 4 - .  H SO, 0.1599 g¢ BaSO, 





Berechnet fiir 


(CgHsCONHCH,C,H,80,0),Ba Gefunden 
Bain%.... 19,15 19,15 


Um aus dem Ba-Salz die freie Siure zu gewinnen, benutzte ich gleichfalls 
das im vorhergehenden Fall geschilderte Verfahren. Aus 10g Ba-Salz 
wurden 6,3 ¢ Saure (= 78°, der Theorie) gewonnen. 


Benzoyl-amino-toluol-sulfonsiure kristallisierte aus Alkohol-Ather in 
plumpen Rechtecken. Schmelzpunkt 269°. Stark saurer, zusammen- 
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ziehender Geschmack. Im iibrigen glich die Substanz in ihren Eigenschafte: 
vollkommen der Benzoylsulfanilsaure. 


11,3400 mg Substanz ergaben 0,544 mg N 


11,3400 ,, ” es 0,538 ., N 
10,2110 ,, *» on 0,495 ., N 
11,020 ,, o» ‘ 8,350 ., BaSO, 
11,311 ,, * Pe 8,630 ,, BaSO, 
12,781 ,, ” »» 9.750 ,, BaSO, 





Berechnet Gefunden 


Nin%.... 481 4,80 
ee eae 11,00 10,45 


Benzoylnaphthionsdure ( Benzoyl-1-naphth ylamin-4-sulfonsdure ) 


C,H;CO—NH 


SO,0H 
22,2 g Naphthionsaure (Kahlbaum) wurden mit 13 cem Benzoylchlorid 
und 100cem Pyridin behandelt. Das Verfahren glich vollstandig dem 


zuletzt beschriebenen. Das Ba-Salz dieser Saiure war noch weniger wasser- 
léslich als das der beiden letzteren, weshalb eine gréBere Quantitat Wasser, 
etwa 50 Liter, zur Umkristallisation verwendet werden muBte. Ausbeute 
an Ba-Salz 37g (= 94°, der Theorie). Auch dieses Salz kristallisierte 
in schénen, stark silberglinzenden Schuppen. In kaltem Wasser so gut 
wie unléslich, schwer léslich in siedendem Wasser. 


0,5359 g Substanz ergaben nach Veraschen mit H,SO, 0,1584g¢ BaSO, 
0,7161 g - ” .” vs » H,SO, 0.2114 g¢ BaSO, 
0,4618 ¢ _ Z = » H,SO, 0.1365 ¢ BaSO, 





Berechnet fiir - . 
(CoH CONH Cy Hy S050) Ba Gefunden 


mem % 6 8 17,41 17,38 


Die Darstellung der freien Saure geschah, wie fiir die vorhergehenden 
Synthesen beschrieben. Aus 10g Ba-Salz wurden nur 5,3 ¢ der freien 
Saure (= 64°, der Theorie) erhalten. Die schlechte Ausbeute war 
darauf zuriickzufiihren, daB die Saure viel schwerer zur Kristalli- 
sation zu bringen ist als die beiden vorhergehenden. Sie muBte des- 
halb zuerst mehrfach (fiinf- bis zehnmal) mit Ather aus ihrer Alkohol- 
lésung amorph gefallt werden, bevor sie kristallinisch gewonnen werden 
konnte. 
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Die Kristalle waren sehr kleine rechteckige Prismen von _ bitterem, 
stark saurem Geschmack. Schmelzpunkt 271°. Die Ubrigen Eigenschatten 
waren denen der beiden vorher beschriebenen gleich. 


8,520 mg Substanz ergaben 0,356 mg N 


8.300) ., Rs - O35] N 
8.300) ,, - mm O341 ON 
10,400), ; ns 7.350) ,, BaSO, 
10,510. ,, Re ‘i 7.465 .. BaSO, 
te ee Pa 8,265 ., BaSO, 





Berechnet Gefanden 


«a a 4,28 4.18 


ae 9,79 9,70 


DA 


4. Zusammenfassung. 

Die bisher gebrauchlichen Verfahren zur Benzoylierung von Amino- 
sulfonsiiuren sind ungeeignet. Die aliphatischen Aminosulfonsaiuren 
wurden am besten in gesittigter Ba (OH),-Lésung mit Benzoylchlorid 
benzoyliert. Die aromatischen wurden am vorteilhaftesten mit Benzoyl- 
chlorid in Pyridin benzoyliert. Auf diese Weise wurden gute Ausbeuten 
und reine Produkte erhalten. Nach diesen Methoden wurden folgende 
Aminosulfonsiuren benzoyliert: Aminosulfonsiure, Taurin, B-Amino- 
propan-«-sulfonsiure, Sulfanilsiure, 2-Amino-1-toluol-5-sulfonsiure und 
Naphthionsiure. Es wurden Verfahren und Benzoylierungsprodukte 
beschrieben. 

Das Benzoyltaurin war eine weibe, kristallinische, stark saure 
Substanz, leicht léslich in Wasser und Alkohol, unléslich in Ather. 
Es wurde von Alkali leicht hydrolysiert. Durch die Verbindung des 
Taurins mit Benzoesiure mittels einer Peptidbindung hatte es also 
Eigenschaften erhalten, die in gewisser Hinsicht denen der Taurochol- 
siure gleichen. 
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Uber Umschaltung der 
alkoholischen Zuckerspaltung durch Hefe in Milchsiuregirune. 


Von 
Ernst Auhagen und Carl Neuberg. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Schon friiher ist beobachtet, daB Mikroorganismen Enzymsysteme 
besitzen, die bei geeigneter Versuchsanordnung Leistungen vollbringen 
kénnen, die in gewissem Sinne als atypisch erscheinen. So konnten 
Neuberg und Simon! zeigen, daB mit Essigbakterien unter bestimmten 
Verhaltnissen der Anaerobiose eine wahre alkoholische Garung zustande 
kommt, also ein Abbau des Zuckers, der den Hefen eigentiimlich ist. 

Die Hefe wiederum ist — das soll in dieser Mitteilung gezeigt 
werden befahigt, aus Hexose Milchséure zu bilden und damit die 
Funktion der Milchsaurebakterien auszuiiben. In sehr kleinen Mengen 
tritt Milchsiure wohl haufiger bei alkoholischer Garung auf; Buchner 
und Meisenheimer® beobachteten sie in Ansitzen mit HefepreBsaft, 
doch war die Menge wechselnd und betrug weniger als 1°, der an- 
gewendeten Zuckerquantitat. 

Alle Teilvorgdnge einer Milchsiuregirung vermag auch die Hefe 
zu bewirken, und man hat sie bei geeigneter Versuchsanordnung ge- 
sondert beobachtet. Neuberg und Kobel® haben die Bedingungen auf- 
gefunden, unter denen die Endstadien der alkoholischen Garung sistiert 
sind und der Abbau der phosphorylierten Hexosen nur bis zur 3-Kohlen- 
stoffreihe fortschreitet. Als isolierbares Produkt fa8t man Methyl- 
glyoxal; der Ketonaldehyd wird durch das Enzym Glykolase ohne 
Co-Enzym erzeugt. Die Ketonaldehydmutase, die Methylglyoxal in 
Milchsiure umzuwandeln vermag und in fast allen Zellen vorkommt, 


1 C. Neuberg u. E. Simon, diese Zeitschr. 197, 259, 1928; 199, 232, 1928; 
E. Simon, ebenda 224, 253, 1930. 

2 E. Buchner u. J. Meisenheimer, B. 87, 417, 1904; 88, 620, 1905; 
vgl. hierzu A. Fernbach u. M. Schoen, zit. nach Schoen-Hind, The Problem 
of Fermentation, London, bei Chapman u. Hall Ltd. 1928, S. 57. 

3 C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 203, 463, 1928; 210, 466, 1929; 
229, 255, 1930; B. 63, 1986, 1930. 
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Umschaltung der alkoholischen Zuckerspaltung in Milchsauregarung. 453 


ist in der Hefe nachgewiesen!; das Enzym_ bedarf nach den Unter- 
suchungen von Lohmann? des Glutathions als Co-Ferment. 

Es blieb zu untersuchen, ob sich Bedingungen feststellen lieBen, 
unter denen diese beiden Reaktionen gemeinsam vonstatten gehen, 
so daB also phosphorylierter Zucker durch Hefe unter Bildung von 
Milchsaure abgebaut wird. 

Die alkoholische Garung wurde in den Versuchsansatzen auf die 
von Neuberg und Kobel® angegebene Weise unterdriickt, namlich durch 
starke Herabsetzung der Enzymkonzentration und damit der Co- 
Enzymquantitaét unter Hinzufiigung plasmolysierender Mittel. Wir 
fanden, dali unter diesen Voraussetzungen besonders bei geringen 
Substratkonzentrationen stets ein gewisser Prozentsatz des erzeugten 
Methylglvoxals zu Milchsaiure verarbeitet wird. LaBt man die Desmolyse 
jedoch unter Zusatz von Glutathion ablaufen, so ist Methylglvoxal, 
das vorher Hauptprodukt war, héchstens noch in Spuren, meist wber- 
haupt nicht mehr auffindbar. Brenztraubensdure ist gleichfalls nicht 
zugegen. Statt des Methylglyoxals entsteht Milchséure, und zwar 
bis zu 25°, der fiir vélligen Umsatz sich berechnenden Ausbeute. 
Betrachtliche Mengen Hexose blieben, wie qualitativ geprift wurde, 
unangegriffen. Der wahre Anteil der Milchséiure an den Reaktions- 
produkten ist daher noch héher zu veranschlagen. - 


In allen Versuchen wurde Oberhefe (Simmer) benutzt, als Substrat 
wahlten wir Magnesium-Hexose-di-phosphat, als plasmolysierendes Mittel 
diente Toluol. 

Die Versuchsmischungen wurden in Schliffst6pselflaschen zusammen - 
gestellt und wahrend des Versuchs im Brutschrank bei 37° aufbewahrt. 
Die EnteiweiBung geschah nach Schenck; ein aliquoter Teil des Filtrats 
wurde ohne vorherige Entquecksilberung! zur Entfernung eventuell ge- 
bildeten Methylglvoxals mit salzsaurem 2,4-Di-nitrophenylhydrazin versetzt 
und nach zweistiindigem Stehen in der Kalte filtriert. Ein bestimmter 
Prozentsatz des Filtrats wurde mit Kupfer-Kalk entzuckert. Der schwarz- 
braune Niederschlag, der die Hauptmenge des Di-nitrophenylhydrazins 
einschlieBt. wurde nach halbstiindigem Stehen abfiltriert. Das Filtrat 
wurde mit Kohlendioxyd behandelt, mit Kohle entfarbt und filtriert. Zur 
Bestimmung der Milchséure nach Friedemann, Cotonio und Shaffer wurde 
dem Filtrat ein aliquoter Teil entnommen. Er wurde zuvor zwecks Ent- 
fernung eventuell gebildeten Alkohols® auf dem Wasserbade auf ein Drittel 


1 (. Neuberg. diese Zeitschr. 49, 502, 1913; 51, 484, 1913; C. Neuberg 
u. .M. Kobel, ebenda 182, 470, 1927. 

2 K. Lohmann, ebenda 254, 332, 1932; vgl. auch H. K. Barrenscheen 
u. H. Beneschovsky, ebenda 255, 453, 1932. 

3-C. Neuberg und M. Kobel, a.a. O. 

4 Die Anwesenheit von etwas Quecksilber stért bei der Milchséure- 
bestimmung nicht. 

5 Geringe Mengen von Athylalkohol beeinflussen iibrigens die Genauig- 
keit der Analysen nicht. 
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seines Volumens eingeengt und dann quantitativ in den Oxydationskolbe: 
iibergespiilt. 

Von vielen im Prinzip abnlich verlaufenen Versuchen seien nur einig: 
wiedergegeben. 

Versuch 1. 
Ansatz A. 100 cem 3,7 °.ige Mg-Hexose-di-phosphat-Lésung (auf Trocken 
gewicht berechnet), 
2g frische Hefe, 
5eem Toluol, 
0,1 g Glutathion'. 
Ansatz B. Ebenso, nur ohne Glutathion. 

Erhalten wurden nach 48 Stunden in A 0,201 g, in B 0,045 g¢ Milch 
siure; das entspricht 11,6 bzw. 2,6°, der fiir vélligen Umsatz zu be 
rechnenden Menge. 

Versuch 2. 
Ansatz A. 50 cem 0,92° ,ige Mg-Hexose-di-phosphat-Lésung, 
lg frische Oberhefe, 
2,5cem Toluol, 
0,05 g¢ Glutathion. 
Ansatz B. Ebenso, jedoch ohne Glutathion. 


Verlauf der Milchsaurebildung. 





0 Std. 6 Std. 24 Std. 48 Std. 
Ansatz a ; 
mg Milchsiure 
A 1,9 8.7 43,4 42.8 
B 1.9 5.0 20.5 22.3 


Theoretisch kénnten bei vélligem Umsatz 214 mg Milchsiéure entstehen. 
GréBer wurde die Ausbeute an Milchséiure, wenn man die Substrat- 
konzentration noch weiter herabsetzte. 


Versuch 3. 

Ansatz A. 10 cem 0,4°,ige Mg-Hexose-di-phosphat-Lésung, 

0,4 ¢ frische Oberhefe, 

5eem 0.5 mol. Phosphatpuffer, py 6,4*, 

1 ,, Toluol, 

5... Wasser, 

0,02 ¢ Glutathion. 
Ansatz B. Ebenso, jedoch ohne Glutathion. 
Ansatz C. Wie Ansatz A, jedoch ohne Substrat. 

Nach 24 Stunden waren in Ansatz A (nach Abzug der Kontrolle) 

4,.9mg, in Ansatz B 3,3 mg Milchséiure, entsprechend 26 bzw. 17°, der 
Theorie, vorhanden. 


Das Glutathion war teilweise aus Oberhefe selbst hergestellt, teils 
wurde ein Praiparat der Firma Hofmann-La Roche benutzt. 

* Das Anfangs-pq wird durch die einsetzende Hefenautolyse schnell 
nach der stirker sauren Seite verschoben. 
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Um zu kontrollieren, ob es sich bei der im Analysengang Acetaldehyd 
liefernden Substanz wirklich um Milchsaéure handelte, wurde diese in einem 
besonderen Versuch isoliert. 

Versuch 4. 


Ansatz A. 1000 cem 4,96 °,ige Mg-Hexose-di-phosphat-Lésung, 
300)... 20°, ige Suspension von frischer Oberhetfe, 
200) ,, 0.5 mol. Phosphatpuffer (py = 6,4), 
1500) ,, Wasser, 
150. .,  Toluol. 
lg Glutathion. 


Ansatz B!. Ebenso, jedoch ohne Glutathion. 
Ansatz C!. Wie Ansatz A, jedoch ohne Substrat. 
Ansatz D!'. Wie Ansatz A, jedoch ohne Hefe. 


Die Bestimmung der Milchsaéure nach der erwahnten Methode ergab 


nach 24 Stunden Inkubationszeit berechnet auf das Volumen des An- 
satzes A — fiir A 3,01, fiir B 1,32, fiir C 0,4 und fiir D 0.06 g Milchsaure; 


nach Abzug der Kontrollen berechnen sich fiir A 11,4°,, fiir B 3.7°,, der 
theoretisch méglichen Menge. 

Vom Ansatz A wurde ein Teil des Kupfer-Kalk-Filtrates, der 2.33 Liter 
des Ansatzes entsprach, zur Isolierung der Milchséiure benutzt. Er wurde 
mit Tierkohle und Kohlensaure behandelt, filtriert und im Faust-Heimschen 
Apparat eingedunstet. Der Riickstand wurde in der iiblichen Weise auf 
Zink-lactat verarbeitet. An Rohprodukt wurden rund 4 g isoliert, waihrend 
auf Grund der Acetaldehyd-Titration 3,87 g zu erwarten waren. Nach 
einmaliger Umkristallisation aus Wasser war das Zink-lactat analysenrein. 

0.2148 ¢ lufttrockene Substanz ergaben 0.1860 g¢ wasserfreies Zink- 
lactat; der Wasserverlust entsprach 2,09 Mol H,O. 

0,1860 g wasserfreies Zink-lactat lieferten 0.0620 g ZnO. 

(C;H,;O5).Zn. Berechnet: 33,43°, ZnO; gefunden: 33,33°,, ZnO. 

ay + 7,8° 
(c £262. { 2dm, « + 0,39°, ¢ 23°). 

Demnach lag das Zinksalz der praktisch reinen d(—)-Form der Milch- 

saure vor. 


Der Rockefeller-Foundation in New York sagen wir aufrichtigen 
Dank fiir die Bereitstellungen von Mitteln, mit denen die beschriebenen 
Versuche vorgenommen sind. 


1 Ansatze B bis D 100mal kleiner als Ansatz <A. 











Uber Glycerinsiure-mono-phosphorsaure. 


III. Mitteilung: 
Vereinfachte Darstellung yon Phosphoglycerinsiure. 


Von 


Carl Neuberg und Maria Kobel. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


Glycerinséure-mono-phosphorsiure war bis vor kurzer Zeit nur 
in Form des von Neuberg, Vogt und Weinmann synthetisierten Racemats 
bekannt!. Ihre optisch aktive linksdrehende Form ist sodann von 
Nilsson® im Hefenstoffwechsel entdeckt, darauf von Embden, Deuticke 
und Krafft? im Haushalt des vergifteten Muskels gefunden; ihr Auftreten 
an dieser Stelle ist weiterhin von Meyerhof und Mc Eachern studiert 4. 
Eine Methode zur Darstellung der optisch aktiven Verbindung ist 
nur bei Nilsson angegeben. Wahrend nach seiner Vorschrift die Ab- 
scheidung und Reinigung noch ziemlich umstindlich gewesen_ ist, 
war es uns® im Verlaufe unserer Arbeiten iiber die Umwandlungen der 
Phosphoglycerinsaure durch Hefe und Bakterien gelungen, direkt 
das sehr schén kristallisierte saure Bariumsalz der Phosphoglycerinsdure 
unmittelbar aus dem Gargut zu gewinnen, in dem sie mittels Hefe 
produziert wird. Dadurch hatten wir die Substanz bereits ziemlich 
leicht zuginglich gemacht. 

Bei der bisherigen Bereitungsweise benétigte man einen Zusatz 
von fertigem Hexose-di-phosphat und auBerdem einen solchen von 
Trockenhefe. Diese beiden Materialien, Hexose-di-phosphat und 
Trockenhefe, sind nun nicht fiir jeden leicht zu beschaffen. Zur Er- 
zeugung von Hexose-di-phosphat eignen sich namlich nicht beliebige 


1 CC, Neuberg, M. Vogt u. Fr. Weinmann, diese Zeitschr. 199, 248, 1928; 
211, 1, 1929. 
2 R. Nilsson, Ark. f. Kemi, Mineral. och Geologi 10A, Nr. 7, 1930. 
G. Embden, H. I. Deuticke u. G. Krafft, Klin. Wochenschr. 12, 213, 


eS ww 
s< 


1933. 
* O. Meyerhoj u. D. Me Eachern, diese Zeitschr. 260, 444, 1933. 
5 C, Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 260, 241, 1933; 263, 219, 1933. 
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Hefen, und wirksame Trockenpriaparate sind ebenfalls nicht aus allen 
Hefen erhaltlich. 
In unserem Bestreben, die Darstellung der Substanz weiter zu 


vereinfachen, gingen wir von folgender Uberlegung aus. 

Es miiBte méglich sein, mit einer phosphorylierenden Hefe — ohne 
vorherige Isolierung des von ihr gebildeten Zymo-di-phosphats in 
den Géaransitzen ohne weiteres die Phosphoglycerinsiure zu fassen. 
Es miuBte ferner méglich sein, mit frischer Hefe zu arbeiten, da die 
meisten deutschen untergarigen Hefen in diesem Zustande zur extra- 
celluliren Ansammlung von Hexose-di-phosphat befahigt sind. 

Man braucht also im Prinzip nur so zu verfahren wie bei der Herstel- 
lung des Hexose-di-phosphats, d. h. man muB den Proze®B sich in Gegen- 
wart von Toluol vollziehen lassen. Sobald im Gargemisch eine hin- 
reichende Menge Hexose-di-phosphat angehauft ist, kann man tatsachlich 
durch Hinzufiigung von Fluorid die Garung unterbrechen und in Gegen- 
wart von Acetaldehyd die Umsetzung zu Wege bringen, die zur Entstehung 
von Glycerinsiure-mono-phosphat fiihrt. Damit ist das Verfahren 
zur Gewinnung dieses Materials sehr bequem geworden. Es _bedarf 
nur einiger Erfahrung, den geeigneten Augenblick abzupassen, zu dem 
bereits genug Hexose-phosphat vorhanden und andererseits noch hin- 
reichend nichtphosphorylierter Zucker zugegen ist. (Natiirlich kann 
man auch die Veresterung des Zuckers bis zum Hoéhepunkt der Di- 
phosphat-anreicherung treiben, dann freien Zucker hinzusetzen und im 
ibrigen analog vorgehen.) Die Anwesenheit freien Zuckers scheint 
bei unserer Versuchsanordnung unerlaBlich zu sein, weil wir aus Hexose- 
di-phosphat allein auch in Gegenwart von Acetaldehyd (und _ selbst- 
verstandlich von Fluorid) nur sehr wenig Phosphoglycerinsaure bisher 
erhalten haben. 

Wir fanden es zweckmafig, die frither innegehaltenen Versuchs- 
bedingungen insofern zu andern, als eine etwas starkere OH-Lonen- 
konzentration gewahlt und gleichzeitig die Menge des zugefiigten Zuckers 
vermindert wurde. 

Die Darstellung gestaltet sich dann folgendermaBen: 


Beispiele. 
1. Das Reaktionsgemisch hatte die Zusammensetzung: 

100 cem 40° oige Lésung von Glucose, 
100... #/, mol. Phosphatlésung von py 7.0, 
40 ., Wasser, 
40 ¢ frische Patzenhofer Unterhefe, 
20 cem Toluol. 

(Gesamtvolumen ohne Toluol 280 cem.) 


10 ccm des Gemenges wurden in ein Eudiometer eingefiillt, 1 cem diente 
zur Bestimmung des anorganischen Phosphats. Versuchstemperatur 37°. 
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Der Gehalt an anorganischem Phosphor betrug zu Beginn pro Kubik 
zentimeter 7,16mg P bei einem Volumen von 269 cem (280 cem Anfangs 
volumen Il cem Abnahme). Bezieht man diesen Wert auf das Volume: 
von 389ccem, das spater nach Zugabe von Acetaldehyd und Fluorid vor 
handen war, so belauft sich der P-Gehalt pro Kubikzentimeter auf 4,95 mg 
Als nach 2!'), Stunden aus den entnommenen 10 cem Versuchslésung 
15,6cem CQ, (bei 37°) entwickelt waren, wurden 100 ccm 2 °,ige Acetaldehyd 
sowie 20 cem 0,2 mol. Natriumftluorid-lésung hinzugefiigt und nach kraftigem 
Umschiitteln 2cem des Gemisches zur Ermittlung des anorganischen 
Phosphats entnommen. Der Gehalt an anorganischem Phosphor macht+ 
nun pro Kubikzentimeter 2,35 mg P aus, hatte sich also pro Kubikzentimeter 
um 4,95 — 2.35 2,60 mg P verringert. Nach Zugabe von Acetaldehyd 
und Fluorid wurde wieder eine Probe von 10 ccm in einen GasmeBapparat 
gebracht und das Reaktionsgemisch unter 6fterem Umschiitteln noch 
3, Stunden bei 37° digeriert. In dieser Zeit waren aus 10 cem des fluorid- 
haltigen Ansatzes 3,8 ccm CO, frei geworden; die Garung war jedenfalls 
weitgehend gehemmt. An anorganischem Phosphor wurden bei Unter- 
brechung des Versuchs (3'/, Stunden nach Zugabe des Fluorids) 1,13 mg P 
gefunden, so daB wahrend der Fluoridperiode pro Kubikzentimeter 2,35 
— 1,13 1.22 mg P in organische Bindung eingetreten waren. 

Zur Autarbeitung wurde nach Abzentrifugieren vom Hefenriickstand 
das Toluol durch Filtrieren entfernt. 

Aus 300 cem des klaren Filtrats (rund drei Viertel des Reaktionsgemisches 
entsprechend) wurde dann nach der in unserer II, Mitteilung angegebenen 
Weise das kristallisierte saure Bariumsalz der Phosphoglycerinsdure isoliert. 
Das restliche anorganische Phosphat wurde zunachst durch Magnesiumacetat 
in ammoniakalischer Lésung ausgefillt ', das Filtrat vom Ammonium-Magne- 
siumphosphat mit Essigséure neutralisiert, mit 15 cem Eisessig und 20 cem 
50° oiger Bariumacetatlésung versetzt und iiber etwas Fullererde klar 
filtriert. Die Ausscheidung des kristallisierten sauren Bariumsalzes begann 
nach Ankratzen bereits in kurzer Zeit und war nach 15- bis 30stiindigem 
Stehen der Fliissigkeit im Eisschrank beendet. Ausbeute 4,81 g Rohprodukt ; 
daraus wurden durch Lésen in der 70fachen Menge 0,05n HCl, Filtrieren 
der etwas triiben Fliissigkeit iiber Fullererde und Vermischung mit dem 
doppelten Volumen Alkohol 3,94 g analysenreiner, prachtig kristallisierter 
Substanz erhalten. Sie bildet Plattchen, die oft wie Cholesterintafeln 
aussehen. 

Zur Analyse und optischen Priifung wurde das Salz im Hochvakuum 
bei 56° zur Konstanz getrocknet. 

100,0 = mg Substanz lieferten 0,0677 g BaSO,, 

13,333 ., ” - 0,1054 g Strychnin-phosphor-molybdat, 

3,947 ., Pe - 1,530 mg CO, und 0,994 mg H,O. 
C;H;0;PBa + 3H,O. Ber.: Ba = 39,88°,, P = 9,01°,, C = 10,46° 4, 
H= 3,22%; 
gef.: Ba = 39,84%, P = 8,85%, C = 10,57%, 
H= 2,82%. 

Zur Polarisation wurden 0,5 g des sauren Bariumsalzes in n HCl zu 
10 cem gelést. Die Drehung der Phosphoglycerinséure, deren Konzentration 
2,70°, war, betrug « = — 0,36° im 1-dm-Rohr. [«]) = — 13,33°. 


' Diese Prozedur eriibrigt sich, falls wenig anorganisches Phosphat 
vorhanden ist. 
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2. In einem Versuch mit Saccharose als Substrat war die Zusammen- 
setzung des Ansatzes: 
60 cem 20° .ige Rohrzuckerlésung, 
100) ,, ?, mol. Phosphatlésung von py 7,02, 
100)... Wasser, 
40 ¢ frische Patzenhofer Unterhefe, 
20 cem Toluol. (Gesamtvolumen ohne Toluol 300 cem.) 

Temperatur 37°. Nach einer Versuchsdauer von 2 Stunden 40 Minuten, 
wahrend der aus 10 cem Gemisch 18,5 cem CO, entwickelt waren, wurden 
h0cem 2°.iger Acetaldehyd, 20 ccm 0,2 mol. Natriumfluoridlésung und 
30cem Wasser hinzugefiigt. Nach weiteren 3! , Stunden erfolgte Aufarbeit ung 
in der beschriebenen Art. Wahrend der Vergarung ohne Fluorid wurden pro 
Kubikzentimeter 0,54 mg P in organische Bindung iibergefiihrt, wahrend der 
Fluoridperiode 1,48 mg P pro Kubikzentimeter. Nach Zugabe von Fluorid 
entwichen wahrend 3!/, Stunden aus 10cem Reaktionsgemisch nur 0,2 cem 
(O,. Ausbeute an kristallisiertem Rohprodukt (aus 300 cem Versuchslésung ) 
3.70 g, und an reinem saurem Bariumsalz der Phosphoglycerinsaure 3,14 g. 

3. Ein zu spiterer Zeit ausgefiihrter Versuch, als sich die Wirkung der 
Hefe etwas geindert hatte, verlief folgendermaben: 

Ein wie Versuch 2 mit Rohrzucker zusammengesetztes Reaktionsgemisch 
wurde nach 3 Stunden, als aus 10cem 29,5cem CQO, entstanden und 
0,95 mg P pro Kubikzentimeter in organische Bindung eingetreten waren, 
mit 60cem 2°,iger Acetaldehydlésung, 20 ccm 0,2 mol. Natriumfluorid 
und 20 cem Wasser versetzt. Wahrend 3', Stunden fand dann Esterbildung 
entsprechend 1,69 mg P pro Kubikzentimeter statt, und es wurden aus drei 
Viertel des Reaktionsgemisches 3,2 g rohes, kristallisiertes saures Bariumsalz 
der Phosphoglycerinsaure abgeschieden, die 2,9 g analysenreines Salz lieferten. 

4. Zu einem Ansatz mit Fructose, der sonst mit den beschriebenen 
Versuchen 2 und 3 iibereinstimmte, wurde nach 3!,,stiindiger Garung, als 
aus 10cem 24,2 cem CO, gebildet und pro Kubikzentimeter 2,90 mg P 
in organische Bindung iibergefiihrt waren, 80 ccm 2°,ige Acetaldehyd- 
und 20 cem 0,2 mol. Natriumfluorid-lésung gegeben. Wahrend der wieder 
3!/, Stunden dauernden Fluoridperiode wurden 0,56mg P  organisch 
gebunden. Ausbeute 2,92 g kristallisiertes saures Bariumsalz des Glycerin- 
siure-mono-phosphats aus drei Vierteln des Reaktionsgemisches ; nach Um- 
fallung 2,65 g reinstes Material. 

5. Die nachstehenden Versuche sind mit fertigem Hexose-di-phosphat 
unter Benutzung von a) Rohrzucker und b) .Wannose vorgenommen; An- 
satz c) ist ohne freien Zucker ausgefiihrt. 


Zusammensetzung der Reaktionsgemische. 


a) 100 cem ?/;mol. Phosphatlésung von py 6,60, 

80 ,,  3°,ige Natrium-hexose-di-phosphatlésung, 

120 ,, 2°,ige Acetaldehydlésung, 

80 ,, 20°,ige Rohrzuckerlésung, 

20 ,, 0,2 mol. Fluoridlésung, 

40 g frische Unterhefe, 

20 cem Toluol. 
b) Wie a), mit Mannose statt Rohrzucker. 
c) Wie a), statt Rohrzuckerlésung wurde die entsprechende Menge Wasser 

zugesetzt. 

Versuchsdauer 3'/, Stunden bei 37°. 
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In allen drei Versuchen wurde keine CO, entwickelt. Die Menge ci: 
in organische Bindung tibergefiihrten Phosphors betrug pro Kubikzentimet: 
bei a) 1,72 mg P, bei b) 1.38 mg P, bei ¢) 0,26mg P. An kristallisierten 
saurem Bariumsalz der Phosphoglycerinsdéure wurden erhalten aus 
300 cem bei a) 2,66g, bei b) 1.35 ¢. 

Aus der in gleicher Weise aufgearbeiteten Versuchslésung ©) schiede 
sich bei mehrtagigem Stehen im Eisschrank nur 0,01 g Niederschlag al 

Bei dieser Gelegenheit haben wir versucht, fiir bestimmte Zwecke da 
dem Bariumsalz entsprechende Magnesiumsalz zu bereiten. Durch doppelt 
Umsetzung mit MgSQO,, die beim Schiitteln ebenso leicht zu erzielen ist 
wie wir das friiher fiir das Natriumsalz beschrieben haben}, erhielt) man 
ohne weiteres eine Lésung des offenbar recht léslichen sauren Magnesium 
glycerinsaure-mono-phosphats. Durch Ausfallen der Fliissigkeit mit Alkoho! 
entstand jedoch eine nicht naher untersuchte, wenig lésliche Verbindung: 
es scheint eine Disproportionierung zum neutralen Mg-Salz eingetreten z 
sein, jedenfalls war kein Mg,(PO,), abgespalten. 

Den mitgeteilten Vorschriften kann man entnehmen, daB iiberal! 
Phosphoglycerinsaure isoliert werden kann, da8 es aber fiir den Ertrag - 
wenigstens bei Verwendung der von uns benutzten Patzenhofer Unter 
hefe — wesentlich ist, Fluorid und Acetaldehyd im richtigen Moment 
zuzufiigen. Dieser Zeitpunkt laBt sich generell nicht angeben, doch 
bietet es bei einiger Chung keine Schwierigkeiten, ihn zu treffen 

Bei dem geringen Preis des Ausgangsmaterials spielt iibrigens dic 
maximale Ausbeute keine entscheidende Rolle. Wichtig ist allein, dal} 
man stets Phosphoglycerinsaure erhalt. Wir isolierten im besten Fall: 
13g prachtvoll kristallisiertes und analysenreines saures Bariumsalz 
des Glycerinsiure-mono-phosphats aus einem Ansatz, in dem urspriing- 
lich in 1000 cem 100g Zucker vorhanden gewesen waren. Eine Be- 
ziehung auf Zucker ist natiirlich so lange willkiirlich, als eine Bilanz 
fiir den unverbrauchten, vergorenen und phosphorylierten Anteil noch 
nicht vorliegt. 

Weiterhin zeigte sich, daB als vergirende Zuckerkomponente des 
Gemisches auBer dem bisher stets verwendeten Traubenzucker ebenso 
Fructose und am einfachsten Rohrzucker benutzt werden kénnen. In 
Versuchen mit Mannose trat nach den vorliegenden Erfahrungen 
Phosphoglycerinsaure in kleinerer Menge auf, obgleich fertiges Hexose- 
di-phosphat hinzugegeben war. Dies geschah, weil sich ja nach J. Sf 
Neuberg und Cl. Ostendorf die Mannose beim ganzen Phosphorylierungs- 
prozeB anders als ihre Isomeren verhalt?. 


Der Rockefeller-Foundation in New York gebihrt unser aufrichtige: 
Dank fiir die Gewaihrung von Mitteln, mit denen wir diese Arbeit durch- 
gefiihrt haben. 


Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 260, 241, 1933; 263, 219, 1933. 
St. Neuberg u. Cl. Ostendorf, diese Zeitschr. 221, 154, 1930. 
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